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Resumen

En los organismos pluricelulares existen dos tipos de células, las germinales y las
somadticas; las primeras corresponden a las que tienen la capacidad de ser fecunda-
das para formar un nuevo organismo independiente y las segundas a las células que
componen el cuerpo del organismo. En ambos casos pueden existir alteraciones en la
informacién genética de las células, debido a la duplicacion celular o el ambiente, a lo
cual se le llama mutaciones. En este proyecto se realiza un nuevo método para entender
las mutaciones que ocurren en las células somaéticas. La importancia de esto radica
en que dichos eventos estén relacionados con los mecanismos que se han propuesto en
cuanto al envejecimiento y el cancer (6, 32, 59, [60]).

Durante el desarrollo de organismos pluricelulares, las células pasan por modifica-
ciones que les confieren especificidad. Sin embargo, ain es necesario seguir indagando
sobre la naturaleza y los mecanismos que provocan mutaciones en el ADN a lo largo
del desarrollo. Entender cuéles mutaciones son consecuencia de un mecanismo biolégi-
co permitird entender mejor los procesos de envejecimiento y carcinogénesis. El oje-
tivo de este trabajo es identificar deleciones somaéticas similares a las reportadas en
(201, 311 32 [34], 46, 62) a partir de datos de secuenciacién completa en seres humanos.
Esta informacién sera 1til para comparar el tipo de eventos que se llevan a cabo de
forma natural en distintos tejidos de un adulto. No obstante, estos varian en cuan-
to a longitud, comprendiendo desde una base hasta cromosomas enteros, asi como en
especificidad de especie o tejido.

Hasta el momento no se ha encontrado la funcién que tienen dichos eventos, pero en
ciertos casos las observaciones son recurrentes, como en el caso de los nematodos con
estilo de vida parésita (46), lo que apoya la posibilidad de que estos eventos sean parte
del proceso natural de desarrollo. Delimitamos este trabajo a células humanas. En lo
particular buscamos los eventos que sean compartidos entre distintos individuos sanos.
Para cumplir el objetivo se desarrollaron herramientas computacionales que pueden
procesar grandes cantidades de datos de secuenciacién masiva.

Los resultados muestran deleciones de origen somético compartidas entre distintos
experimentos de secuenciacion. La naturaleza de ellas es variada en cuanto a ubica-
cién y longitud. Empero, existen falsos positivos, es decir, deleciones detectadas como
somaticas que en realidad son heredadas desde lineas germinales, a consecuencia de




errores de alineamiento o deleciones dispersas en regiones de alta variabilidad que no
pueden ser comprobadas experimentalmente.

Esta es una aproximacion que permite corrobrar la funcionalidad de la herramienta
para comprobar la existencia de deleciones, incluidas aquellas de baja frecuencia, co-
mo parte del desarrollo normal en el ser humano. Se utilizaron cuatro experimentos,
dos provenientes de tejido de seno, y dos provenientes de sangre. En este trabajo que
consideraron deleciones recurrentes aquellas que sobrelapaban en por lo menos un 50 %
entre todos los individuos. Como trabajo a futuro, es posible extender este método para
descubrir deleciones cuyo traslape sea distinto al 50 %.
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Capitulo 1

Introducciéon

En el ser humano existen distintas variantes genéticas que se presentan a lo largo
de la vida y el interés de esta investigacién recae en las deleciones somaticas en una
poblacién de células sanas que ocurren en el organismo completamente formado, y
que son recurrentes entre distintos individuos. Para ello, se desarrollaron y aplicaron
herramientas computacionales necesarias para hacer la deteccién de deleciones en ADN
en células somaticas.

Por el momento, los programas para la deteccion de deleciones somaticas se enfocan
en regiones con genes (20, [47), estdn enfocados a estudiar enfermedades, requieren
métodos experimentales especificos (12, 23)) o cuantifican magnitudes de mutaciones
(43). Sin emabrgo, es necesario desarrollar herramientas que ayuden a vislumbrar la
naturaleza de las deleciones somaticas a partir de los experimentos de secuenciacién,
las cuales estén presentes en baja frecuencia o sean descartadas por otros programas
de deteccion de variantes, de manera similar a lo que se reporta en estudios llevados a
cabo sobre lineas celulares modificicadas (49, 54); esto puede proporcionar informacién
sobre padecimientos relacionados con el envejecimiento y ciertas enfermedades como el
cancer.

Las tecnologias actuales de secuenciacién masiva permiten conocer los genomas
nucleares contenidos en las células, ya que son capaces de leer una gran cantidad de
cadenas de ADN en un tiempo reducido. Por lo tanto, es posible buscar variantes
genéticas en células somaticas del tejido humano.

En este trabajo se analizaron cuatro experimentos de secuenciacién en aras de obte-
ner deleciones de origen somatico que estuvieran compartidas entre todos los individuos.
Estas corresponden a dos experimentos en sangre; “SRX237626” y “SRX1660320” con
tamafios de 86.1 y 249.4 gigabases respectivamente; y dos en seno; “SRX257065” y
“SRX257065” con 426 y 213.7 gigabases respectivamente.

El producto de este trabajo es un conjunto de herramientas capaces de realizar
un analisis bioinformatico integral que lleva a cabo desde la descarga de datos de
secuenciacién hasta la comparacién de deleciones entre distintos experimentos, pasando
por la deteccion de deleciones individuales, el filtro de regiones repetitivas, deleciones
que no sean somaticas, entre otros analisis. El software fue implementado en el servidor




1. INTRODUCCION

DNA del Laboratorio Nacional de Visualizacién Cientifica Avanzada (LAVIS) donde se
analizaron los datos.

1.1. Fundamentacién y justificacion

La biologia de desarrollo es una rama de la biologia que se dedica a entender la
organizacién que conforma a los organismos vivos (61)). Este desarrollo comprende desde
la concepcién hasta su proceso de muerte, ocasionada por los procesos de senescencia.
Los procesos y mecanismos especificos son sujetos de estudio en la actualidad, por lo
que se van realizando nuevos descubrimientos conforme el drea de investigacién crece.

Para el estudio de un organismo pluricelular se pueden clasificar las células en dos
grupos distintos (61I)). Al primero se le conoce como células germinales, las cuales son
capaces de formar otro organismo. Al segundo se le conoce como células somdticas que
conforman los tejidos especializados del organismo.

Estas ultimas estan sujetas a diversas modificaciones que pueden cambiar el nivel
de expresién de los genes. Dichas modificaciones confieren especificidad a la célula, asi
como algunas facultades dentro de un tejido u érgano. La especificacion se va realizando
conforme las células del évulo fecundado se van dividiendo en las primeras etapas de
desarrollo dando origen a células sométicas (61)).

1.1.1. Mutaciones somaticas

Las células pueden sufrir alteraciones que tengan como consecuencia modificaciones
en su ADN. Estos cambios pueden ser deleciones que generan pérdidas de un segmento
de ADN; puede haber inserciones, que introducen bases o sustituciones, mismas que
cambian el tipo de base en una ubicaciéon. También pueden existir cambios mayores
a una base, tales como las reversiones, que invierten la secuencia en una regién; du-
plicaciones, que repiten fragmentos de ADN; asimismo, traslocaciones, que cambian la
ubicacién de un segmento de ADN, asi como deleciones de mayor extensién (6)).

El estudio de procesos de mutacién en células somaticas es de relevancia para com-
prender cudles son los cambios que se dan en nuestras células como parte del creci-
miento y el envejecimiento. Se requiere realizar nuevas investigaciones para encontrar y
comprender patrones en las modificaciones de células sométicas. Para ello es necesario
identificar aquellas que suceden como parte del desarrollo natural.

En esta tesis el enfoque recae en las mutaciones deletéreas de cualquier longitud;
estas modificaciones son aquellas que remueven un conjunto de bases consecutivas de
ADN, las cuales pueden presentarse de forma aleatoria, causada por errores durante
la duplicacién de ADN, o bien en ubicaciones o fases del desarrollo especificas. A con-
tinuacién son presentados distintos eventos deletéros de ADN a escala somaética que
ocurren en distintos tipos de células.




1.1 Fundamentacion y justificacién

Mutaciones durante el desarrollo de distintas especies

Ciertas especies de nematodos presentan deleciones de ADN de regiones extensas
en las células que pasan a ser somédticas durante las primeras divisiones celulares (20,
34, [46). Este tipo de evento también ocurre en ciertos crustaceos (46), protozoarios
ciliados (46)), peces agnatos (34) e incluso en algunos marsupiales (34). En el caso de
las moscas, hay especies que pasan por procesos que eliminan cromosomas enteros para
dar paso a células sométicas a partir de células germinales (21)).

Neuronas

Los ratones (31) y la salamandra Cynops Pyrrhogaster (62) pasan por procesos
deletéreos durante etapas tempranas del desarrollo. Estos cambios afectan a células
que dan paso a sus neuronas.

Sistema inmune

En vertebrados existen rearreglos genéticos en las células B y T del sistema inmu-
ne, las cuales dan origen a una gran variedad de posibles anticuerpos para distintos
antigenos (41). Estos cambios en la genética en las células B y T son un mecanismo
conservado que dotan a las células de una funcién especifica. Dichas modificaciones
no son aleatorias, y es posible que existan mecanismos similares en otros tejidos del
humano.

Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso natural en los organismos pluricelulares (13). Uno
de los modelos actuales indica que este es consecuencia de la pérdida de las funciones
celulares de manera progresiva. Las modificaciones en las funciones celulares parecen
deberse a los cambios de expresion genética que se dan tras alterar regiones del ADN
(6, ©60). A pesar de esto, la explicacién completa es desconocida atin y permite especular
posibles relaciones con las deleciones somaticas.

Cancer

Ademas del envejecimiento, el cancer parece ser efecto de la acumulacién de mu-
taciones somédticas (32). De manera especifica, aquellas mutaciones relacionadas con
los oncogenes y los genes supresores de tumores; las demas mutaciones son llamadas
pasajeras. La respuesta de cémo se crean las primeras células carcinégenas, o de como
evitar su creacion, puede estar explicada por mecanismos que inducen mutaciones.

1.1.2. Deteccion de variaciones somaticas

Las variaciones genéticas se refieren a las diferencias entre dos o mas secuencias de
ADN comparables. Es posible comparar secuencias si hay alguna forma de indicar que
tienen una misma ubicacion, referencia o funcién semejante. Esto depende de la escala
a la cual sea realizada la comparacién. Entre especies es posible comparar regiones
homologas, las cuales tienen funciones o provienen de un gen ancestro comun. También
es posible comparar dos regiones que se encuentren dentro de un mismo intervalo en el
genoma de una especie.

Una variacién genética es una forma més general de una mutacién. En particular,
las variaciones somaticas son un subconjunto de variaciones genéticas que se presen-
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tan debido a las divisiones celulares que se llevan a cabo durante el desarrollo de un
organismo.

Es posible identificar las variantes genéticas que estan presentes en distintas células
realizando una comparacién base por base de las cadenas de ADN. Esto es ttil para
identificar variaciones somaticas.

Esto es gracias al avance de las nuevas tecnologias de secuenciacién. A partir de esta
informacién es posible identificar diferencias y similitudes entre muestras biologicas.

Actualmente existen varios programas que realizan la identificacién de variantes
genéticas en humanos. Es decir, que revisan cudales son los cambios que tiene una mues-
tra en su ADN con respecto a otras células de un individuo. Dichas variantes se en-
cuentran en una proporcién del total de células, por lo que la principal aplicacion de
estas herramientas es la deteccién de variantes gendémicas en células cancerigenas.

Cuando las células con cancer son analizadas, unas herramientas consideran la pre-
sencia de poliploidia para llevar a cabo la identificacion. Sin embargo, estamos enfocados
en analizar células sanas que sean diploides.

Por tanto, buscamos programas que encuentren variaciones somaticas sin suponer
poliploidia. Tal es el caso de SomatiCA (8) y de Control-FREEC (3). Por el otro lado,
existen otros programas que determinan las deleciones presentes en los alelos de células
diploides. Un ejemplo de esto es POD (2)), el cual tiene la desventaja de requerir infor-
macion gendémica de los padres del individuo, lo cual restringe los estudios a familias
en vez de individuos.

Sin embargo, el interés de esta investigacion recae en las deleciones sométicas en
una poblacion de células sanas que ocurren en el organismo completamente formado.
Para esto, es necesario considerar el subconjunto de deleciones somaticas que ocurren
en los tejidos de un individuo.

Igualmente, existen herramientas para la deteccién de deleciones, tales como GATK,
SoloDel (33), LUMPY (36), DELLY (52), Sprites (63), MosaicHunter (25)), VarScan2
(35)), entre otros. Sin embargo, unas herramientas requieren mas de un tejido de mues-
tra con el fin de llevar a cabo comparaciones, en contraste, nosotros necesitamos llevar
a cabo en analisis con uno solo. Por el otro lado, otras se enfocan ya sea en deleciones
de una sola base, o variaciones estructurales, las cudles son muy grandes, de igual forma
existen programas como LUMPY (36]) que integran informacién de ambas aproximacio-
nes. Sin embargo, nosotros nos enfocamos en deleciones de cualquier tamafno posible
inferidas a partir de un enfoque similar a analizar base por base.

1.2. Hipdtesis

Si bien una funcién especifica a la presencia de deleciones no se ha logrado com-
probar, esto permite preguntarse si es posible que existan eventos compartidos entre
los tejidos somaticos del humano. En lo particular, aquellos cambios que no sean con-
secuencia de algin padecimiento.




1.3 Planteamiento del problema

FEn esta tesis se propone la existencia de deleciones sométicas como parte del desa-
rrollo normal del ser humano completamente formado. De ser asi, entonces estas estaran
presentes en mas de un experimento de secuenciacién en personas sanas.

1.3. Planteamiento del problema

En este trabajo se buscan todas las deleciones que se puedan catalogar como somati-
cas dentro de distintos experimentos de secuenciaciéon en el ser humano. Se pretende
buscar aquellas modificaciones de ADN que no sean consecuencia de patologias o la
metodologia experimental. Esto tiene como fin que las deleciones identificadas como
recurrentes entre distintos individuos, sean solo aquellas que estén relacionadas con el
desarrollo a lo largo de la vida del individuo. Las modificaciones compartidas entre indi-
viduos podrian ser corroboradas experimentalmente en trabajos a futuro. Para realizar
la corroboracion experimental, es necesario evitar las regiones de ADN repetido, ya que
los procesos experimentales a disposicion en el grupo de trabajo son de baja fidelidad
en dichas regiones.

Bajo estos requerimientos se llevd a cabo el desarrollo de las herramientas bio-
informéticas necesarias para realizar el andlisis completo. Estas herramientas deben
contar con la suficiente flexibilidad para poder realizar anélisis similares en otros tra-
bajos. Ademads, es necesario que el proceso esté automatizado para ser utilizado en otros
proyectos.

1.4. Objetivo

Desarrollar las herramientas computacionales necesarias para poder realizar la de-
teccién de deleciones de origen somatico, presentes en el desarrollo normal del humano,
a partir de datos de secuenciacién masiva. Este trabajo se enfoca en buscar las delecio-
nes que cumplan con un minimo de restricciones, esto con el fin de ampliar la cantidad
posibles deleciones somaticas.

1.4.1. Objetivos intermedios

En este trabajo se desarrollaron herrameintas bioinformaticas para llevar a cabo las
siguientes tareas:

= Analizar, curar y mapear al genoma de referencia de las lecturas obtenidas de la
secuenciacion.

= Deteccién de deleciones en lecturas alineadas.

= Filtros de deleciones en zonas repetidas, asi como aquellas de origen germinal.
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= Identificacién de deleciones compartidas entre experimentos.

» Andlisis de las caracteristicas de las deleciones somaticas encontradas.

1.5. Metodologia

Este trabajo requirié una busqueda de datos de secuenciacién en bases de datos
publicas, los cuales se utilizaron para corroborar la presencia de deleciones. Se utiliza-
ron datos crudos de secuenciacion en células de sangre y seno, provenientes de cuatro
individuos distintos, como primera aproximacién. La informaciéon fue obtenida de la
base de datos de “SRA”. Posteriormente, fueron obtenidas las ubicaciones de las dele-
ciones somaticas detectadas en el genoma humano, las cuales no estuvieran préximas a
regiones repetitivas del genoma. Las ubicaciones resultantes fueron corroboradas entre
todos los experimentos analizados. Adicionalmente, en los registros fueron compara-
das las ubicaciones resultantes con los genes asociados con cancer, los cuales fueron
obtenidos de la base de datos “Genomic Data Commons” (40).

1.6. Contribuciones

En este trabajo se desarrollaron las herramientas bioinforméticas a fin de anali-
zar datos crudos de secuenciacién, con los cuales se pueden identificar las deleciones
somaticas recurrentes entre distintos experimentos. Con estas herramientas se logré
encontrar evidencia de la existencia de las deleciones mencionadas, las cuales ocupaban
las mismas coordenadas en cuatro individuos distintos.

Con el conjunto de herramientas, el usuario serd capaz de realizar el analisis de
forma automatica, lo que presenta una mayor facilidad de operacién a usuarios futuros.
De igual manera, se podran ajustar los pardmetros para emprender distintos analisis
de eventos somdticos. Ademads, es posible que sean anexadas utilidades para refinar
resultados o filtrar otro tipo de artificio.

La implementacién se llevé a cabo en el servidor llamado “DNA” en el LAVIS. Estas
herramientas pueden ser utilizadas por cualquier otro usuario, las cuales se encuentran
en un repositorio en linea (https://github.com/Bloodfield/Plasticidad_INB).

1.7. Estructura de la tesis

Este proyecto surgié bajo la necesidad de responder preguntas dentro del area de
la biologia, las cuales son resueltas desde la perspectiva bioinformética. Por ello se
presenta primero un panorama de las ciencias gendémicas y la bioinformética. Como
parte de ello, se exponen las tecnologias actuales de secuenciaciéon masiva y se explican
los fundamentos para realizar los analisis de este proyecto.
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1.7 Estructura de la tesis

Posteriormente, se explican los fundamentos bioldgicos que dan sustento a la hipéte-
sis, se presentan distintas células dentro de los mamiferos y organismos que pasan por
mutaciones somaticas programadas. En ciertos casos la funcion de dicho proceso es des-
conocida, empero, permite preguntarse si existen en el ser humano eventos similares,
es decir, eventos de deleciéon como parte del desarrollo natural.

Una vez presentada la motivacién biolégica, se pasa a explicar la detecciéon de de-
leciones somaticas. Para esto se indaga en el problema bioldgico y su interpretacién
en la bioinformaética. A continuacién los puntos del proceso que conforman el proyecto
presentado son desarollados.

Por 1ltimo se encuentran los resultados obtenidos por la deteccion de deleciones
somaticas, se presenta ademas una evidencia que apunta a la presencia de las dele-
ciones recurrentes entre distintos experimentos. De manera adicional, se realizé6 una
comparacién con genes relacionados con cancer.
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En la actualidad las ciencias gendémicas se han relacionado con una gran parte de
las ramas de la biologia, por esta razon es complicado definir de manera precisa a
dicha disciplina. Con base en la raiz de la palabra “Genoma”, puede entenderse que
la “Genémica” es el estudio de los genomas. De cierta manera esta ltima definicién
involucraria a todas las ramas de la biologia, dado que todos los aspectos de la vida se
relacionan con su genoma.

La definiciéon més concreta de la gendmica, que es la mas utilizada, es aquella que
dice que se trata de una ciencia que estudia grandes cantidades de datos referentes a
pares de bases en genomas y los métodos de alto rendimiento para su andlisis ([6]). Por lo
tanto, se puede afirmar que la gendémica engloba la obtencién y catalogacién de ADN,
asi como la medicién de su control transcripcional.

Posteriormente fueron adoptados nuevos paradigmas que explican la interaccién
molecular en los seres vivos, por lo que nuevas areas de estudio surgieron de manera
similar a la genémica. Asi se generaron las ramas llamadas “émicas”, que estudian de
manera parecida a la gendémica la interaccion de distintos tipos moleculares. Una de
estas es la “Protedmica”, la cual estudia la naturaleza y la interaccién de las proteinas.

Otra rama de la biologia que es necesario describir es la “Biologia molecular”,
que estudia las consecuencias de las interacciones moleculares en los seres vivos. El
dogma central de esta rama establece que el ADN es capaz de dar origen por un lado
ADN, por medio de la replicaciéon y por otro ARN, por medio de la transcripcién,
a su vez, el ribosoma puede realizar la traducciéon a partir del ARN mencionado a
las secuencias de aminoacidos que componen a las proteinas. Este esquema explica la
base del funcionamiento molecular de los seres vivos, asi como la funcién de almacenar
informacién del ADN.

Un genoma terminado es una secuencia de nucleétidos que representa la informacién
contenida en el ADN de un organismo. Esto es tutil para estudiar carateristicas en los
genotipos del mismo. Las tecnologias actuales de secuenciacion son capaces de llevar a
cabo lecturas en fragmentos de ADN con longitudes de hasta 1.8 Megabases (12)). Por
consiguiente, es imposible conocer el genoma de la mayoria de los organismos a partir
de una sola lectura, por lo menos con las tecnologias actuales.
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Para conocer la secuencia completa, los fragmentos, llamados lecturas, son ensam-
blados como un rompecabezas con piezas que empalman entre si. Esta secuencia de
lecturas empalmadas es llamada “contigs”, los cuales van formando regiones de ADN
que conforman a los genomas. Las regiones que no son posibles empalmar dentro de un
cromosoma se llaman “gaps” (brechas).

Para que las secuencias consenso, incluidos contigs y gaps, puedan ser catalogadas
como parte de un genoma terminado se requiere de una evaluacién de calidad. Los altos
grados de calidad permiten afirmar que las bases fueron identificadas correctamente.
Para esto, es utilizada una puntuacién llamada PHRED (9), que representa la calidad
de descubrimiento para cada base detectada.

Una vez que se unen los contigs formados por lecturas de calidad, lo ideal seria
que los gaps sean inexistentes. Sin embargo, esto no es asi puesto que existen regiones
de ADN que no pueden ser secuenciadas por métodos actuales debido a su naturaleza
fisica o quimica. Ademas, existen limites en los contigs que no pueden ser resueltos
sin ambigiiedad. Una de las causas de este tltimo problema son las regiones altamente
repetitivas.

Una vez que se obtienen todos los contigs que se pueden resolver, se obtiene el
genoma terminado, el cual puede servir de referencia para una especie o poblacién.
Cualquiera de las dos cadenas del cromosoma, en cualquier sentido puede represen-
tar el genoma. En ese sentido, es necesario seguir convenciones para evitar mantener
representaciones uniformes de ubicacién e informacién.

En cuanto a la informacion, las cuatro representaciones son equivalentes, pero no
en cuanto a su interpretacién biolégica. La primera condiciéon es un orden de 5 a 3’, los
cuales son carbonos que se encuentran en la desoxirobosa. Estos se usan de referencia,
ya que son los que permiten conectar las bases nitrogenadas al conectar 5’ con 3’. Este
orden es el que se utiliza para codificar los aminoacidos que componen a las proteinas
en las células. Esto se describe en el dogma central de la biologia molecular. Como
consecuencia quedan dos opciones, cualquiera de las dos cadenas, pero en sentido 5’ a
3’. Usualmente se utilizard como referencia aquella que contenga el centromero en las
minimas coordenadas, dejando una sola posible representacién de referencia.

Los genomas terminados entonces pueden ser utilizados como referencia para iden-
tificar las regiones relevantes para una especie, ya sea por funcionalidad o por alguna
caracteristica presente. Los principales objetos de relevancia son los genes, estos son una
secuencia de ADN que es capaz de ser transcrita, incluyendo los flancos del promotor,
el cual inicia la transcripcion y la regién donde se detiene esta misma.

Toda esta informacién, que hace referencia a lugares especificos en el genoma, se
llama “anotacién”, y es almacenada en bases de datos. Los genomas terminados de
referencia se construyen por especie, lo que permite un consenso en la ubicacién de
las secuencias de nucledtidos para la misma (6). Tener un genoma terminado de una
especie no es una imagen completa de la variacién que esta puede presentar en distintos
individuos dentro de su poblacion. Por ello hay que tener en mente que la secuenciacién
de cada uno de estos puede contener variaciones que no estan presentes en el genoma
terminado que se usa de referencia.
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Una referencia gendmica para una especie permite mapear las lecturas de estas
secuencias individuales a esta, asi se obtiene el genoma terminado para el nuevo in-
dividuo, sin llevar a cabo el ensamble por medio de los contigs. El mapeo determina
una ubicacién probable de estas dentro del genoma de referencia. Idealmente el alinea-
miento entre ambas secuencias sera perfecto, aun asi, se reflejaran variaciones en las
discrepancias entre ellas.

Tener una referencia de la estructura del ADN de un individuo no es tan repre-
sentativo. Por lo tanto, fue necesario realizar sencuenciaciones en distintos individuos
para obtener un consenso que resuelva regiones que no podrian ser ordenadas con un
solo individuo. Sumado a ello, las limitaciones tecnoldgicas seguian produciendo gaps
en el genoma. “El proyecto del genoma humano, en el 2001, resulté en mas pregun-
tas que respuestas” - (6]). Pese a ello, conforme més conocimiento se ha adquirido, més
informacién se ha aportado al genoma de referencia humano, asi como de otras especies.

Actualmente, el genoma de referencia contiene gaps que no se han logrado resolver
(6). La principal causa de esto es que hay regiones muy grandes con ADN repetitivo.
Entonces los métodos actuales no nos permiten secuenciar y alinear contigs en dichas
regiones sin ambigiiedad. Esto se debe a que al alinear lecturas mas cortas que dicha
regién, no exista un dnico alineamiento que sea viable.

Lo importante es recalcar que cada una de las lecturas pueden encontrarse en el
genoma referencia, pero debido a la variacién de cada individuo, presentara diferentes
bases en la secuencia de nucleétidos. Dichas variaciones gendmicas pertenecientes al
organismo se llaman “Genotipos” (|6]). Las variaciones pueden ser desde un nucleétido,
llamadas polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), o incluso de cientos o miles de
pares de bases. En el caso del humano es de interés identificar dichos genotipos, ya
que permite ubicar las mutaciones y relacionarlas con caracteristicas presentes en el
individuo.

Para tener una mejor imagen de toda esta variabilidad genética en individuos sanos,
se cred el proyecto “1000 Genomes” (II)). Dicho trabajo consiste en la recopilacién de
un gran nimero de genomas de personas provenientes de diversos grupos humanos en
el planeta. Gracias a este esfuerzo se han logrado identificar variaciones poblacionales
que no estan relacionadas con enfermedades. De igual manera, el estudio provee una
referencia para la identificacién de enfermedades gendémicas.

Debido a la gran extension de los genomas, las tecnologias de secuenciacion producen
una gran cantidad de informacion, asi es posible resolver preguntas del area biolégica
y gendémica a partir de la informacién que se tiene de manera digital. Para lograr esto,
es necesario desarrollar un software orientado a tales tareas.

2.1. Tecnologias de secuenciacién
La secuenciacion es extraer la informacién del genoma de alguna manera. Para poder

hacer dicha tarea se realiza la secuenciacién de distintas lecturas de forma paralela en
un mismo dispositivo. De esta forma, la cantidad de recursos y tiempo es dividida
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entre la cantidad de andlisis en paralelo, que sean realizados en una secuenciacién. Las
tecnologias capaces de realizar dicha paralelizacién son conocidas como “NGS”, por sus
siglas en inglés Next Generation Sequencing (secuenciacién de préxima generacion).

Las méaquinas que realizan la tarea de secuenciar ADN son producidas y desarro-
lladas por empresas privadas. Cada empresa cuenta con procedimientos distintos para
la lectura de las bases. Al momento de hacer una investigacién, los analisis tienen que
adaptarse a las caracteristicas de los datos que se proveen. La longitud de las lecturas,
la baja calidad en los extremos y la inclusion de secuencias especificas en los extremos
son unas de las posibles caracteristicas que pueden presentarse.

Las tecnologias actuales son creadas y probadas por los mismos fabricantes, por lo
que los usuarios no tienen control sobre las variables que influyen en la secuencia. A
pesar de eso, los usuarios llevan a cabo procesos documentados para la produccion de
muestras, asi como el andlisis de los datos resultantes. Dichos procesos forman parte
del conocimiento acumulado y documentado por la comunidad cientifica.

Esta homogeneidad incluye también el formato utilizado para los datos crudos ob-
tenidos de las maquinas, independientemente de la empresa o laboratorio. Cualquier
tipo de secuenciacién produce un archivo en un formato conocido como “FASTQ”, una
variacién de un formato llamado “FASTA”. El formato FASTQ contiene secuencias de
nucleétidos, junto con su respectivo valor de calidad llamado PHRED (9).

Las metodologias para obtener la informacion en lecturas varian dependiendo de la
empresa, por ejemplo, son 454 Life Sciences, [llumina, ABI SOLiD, Ion Torrent, Pacific
Biosciences y Oxford Nanopore Technologies. A continuacién se describen estas para
presentar los métodos.

454 Life Sciences

La tecnologia de pirosecuenciacién fue pionera en secuenciaciéon masiva. El método
consiste en fijar una sola cadena de los fragmentos de ADN a un extremo por medio de
un cebador. Posteriormente se anaden bases nitrogeneadas de forma intercalada para
sintetizar la cadena templada. Por cada nucleétido anclado se libera un pirofosfato.
Como consecuencia se emite luz solo si se lleva a cabo la sintesis del nucleétido admi-
nistrado. Este proceso se repite varias veces con el objetivo de poder tener un registro
digital de los nucleétidos presentes en la lectura, el cual se almacena como un archivo
en electrénico ().

Illumina

La tecnologia de esta empresa tiene un sistema similar a la piroluminiciencia. Alli
bases nitrogenadas con marcadores fluorescentes de una longitud de onda carateristica
son utilizadas para identificar a cada nucleétido. Lo caracteristico del método es que
realiza la lectura por medio de la sintesis de la cadena templada de ADN a la que
se tiene fijada por un extremo. De esta manera se van anadiendo bases una por una,
gracias a una terminacién quimica en la base nitrogenada. Esta caracteristica evita que
se anada mas de una base por ciclo de sintesis. Por lo anterior se requiere de una enzima
que dé paso a la siguiente base en el proceso de sintesis. La lectura de luz se toma cada
vez que una base es anadida a la cadena templada de ADN; este proceso consiste en
una lectura controlada de las bases que se van afnadiendo a la cadena de ADN (5)).
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Oxford Nanopore Technologies

Esta empresa desarroll6 un dispositivo conocido como Minlon (27), que contiene un
mecanismo molecular capaz de leer cambios en la carga a nivel de una base nitrogenada.
El mecanismo hace pasar una sola hebra de ADN por un poro que aisla la polaridad
de la base con respecto al ambiente. Por medio de esto es posible realizar una medicién
de cada nucleétido.

El proceso experimental consta de tomar un segmento de ADN de doble cadena.
Uno de los extremos se polimeriza de manera que crea una sola cadena en conformacién
de horquilla. En el otro extremo se coloca un adaptador que le permite al poro detectar
el inicio de la lectura. El proceso realiza una lectura de una cadena de nucleétidos y de
su complemento, por un adaptador en forma de horquilla.

2.1.1. Bases de datos

El auge en las tecnologias de secuenciacién generd una gran cantidad de informacién.
Gracias al esfuerzo conjunto de centros de investigacion se puede recurrir a ella desde
cualquier parte del mundo. Este acceso a la informacion permite corroborar resultados,
asi como llevar a cabo investigaciones en una gran cantidad de muestras y especimenes.

El centro nacional para la informacion sobre biotecnologia de los Estados Unidos
“NCBI” junto con el instituto europeo de bioinformética “EMBL/EBI”, asi como el
banco de datos de ADN de Japén “DDBJ”, forman la colaboracién internacional sobre
la base de datos de secuencias de nucleétidos “INSDC”; todas estas siglas provienen de
sus acrénimos en inglés.

Dichas instituciones proveen el almacenamiento y el manejo de la informacién de los
estudios de secuenciacién en el mundo. Asi pues, contienen la informacién pertinente de
cada uno de los experimentos que almacenan. En la actualidad la informacién entre las
distintas instituciones estd guiada por los lineamientos de la “INSDC”, lo que permite
su busqueda y descarga, incluso entre institutos.

El “NCBI” tiene datos gendémicos crudos almacenados en el archivo de lecturas
secuenciadas, “SRA” por sus siglas en inglés. En dicha plataforma se encuentra la in-
formacion de cada una de las secuenciaciones en el registro. En esta es posible descargar
los datos crudos o alineados por medio de un formato comprimido llamado “cSRA”.
Dicho formato contiene la informacién necesaria en aras de poder extraer los archivos
de secuenciacién o alineamiento. Se debe mencionar que para el desarrollo de esta tesis
se utilizaron experimentos provenientes de la base de datos mencionada.

Por su parte, “NCBI” ha desarrollado herramientas que permiten navegar en las
bases de datos, descargar los archivos “cSRA”, asi como la extraccién de informacién
del mismo. Este software es llamado SRA-Toolkit, cuya documentacién estd disponi-
ble en la misma plataforma de internet. Con él es posible obtener los datos crudos
de secuenciacion, alineamientos, estadisticas y fenotipos, a partir de la informacién
almacenada.

En primer lugar es necesario identificar el nombre del registro de interés en la base
de datos. Con ese nombre se puede descargar el archivo con extensién “SRA”, el cual
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contiene toda la informacién necesaria. La descarga se puede hacer a través del servidor
ftp. De igual manera, las herramientas informéticas que presenta SRA-Toolkit pueden
extraer la informacion de dicho archivo de manera local a partir del “SRA”.

Ademsds de esta ltima, existen diversas bases de datos de distintas instituciones que
permiten almacenar datos relacionados con los diversos campos de gendmicas actuales.
Los datos pueden ser lecturas crudas, alineamientos que fueron usados en los experi-
mentos o anotaciones sobre los genomas conocidos. Debido a la diversidad de datos,
distintos formatos se han desarrollado en pos de compilar la informacion relacionada
con cada uno.

Con cada proyecto se generan nuevos datos que son reportados en los formatos
pertinentes. Por ejemplo, el proyecto “1000 Genomes” esta enfocado en identificar todas
las variantes genéticas que presentan las distintas poblaciones humanas en el mundo
(I1)). Por ese motivo, en su base de datos se puede encontrar desde la secuenciacién hasta
los genotipos identificados. También se pueden mencionar el Consorcio internacional
de genomas de cancer "ICGC” y el Atlas de genomas de cdncer ?TCGA”, los cuales
estan enfocados en unificar la informacién que se tiene en cuanto a las caracteristicas
gendémicas del céncer y las réplicas experimentales (5)).

2.1.2. Mapeo de genomas

Una vez que se obtienen datos crudos de secuenciacién, estos se componen de lec-
turas que deben ser localizadas dentro del genoma humano. Una lectura idealmente
corresponde a una regién definida del genoma de referencia, sin embargo, existe una
gran cantidad de variaciones que pueden causar problemas. La secuencia de la lectura
puede diferir en nucleétidos extra o faltantes, o en su defecto, el orden de estos. Pa-
ra ubicar estas diferencias siempre se usa como referencia el genoma terminado de la
especie. Por ello, buscar la regién de la cual proviene la lectura consiste en buscar la
region en la referencia en la que hay una mayor similitud con la lectura de busqueda.

Para definir la similitud entre secuencias se han propuesto diversos modelos que
penalizan distintas variaciones de la lectura con respecto a la referencia. Cada modelo
permite la implementacién de distintos algoritmos en aras de revisar la similitud entre
secuencias; estos revisan cudles partes de ambas secuencias se alinean entre si. La
similitud se traduce a una puntuacion que se puede medir y comparar.

En esa medida, el problema que resuelve el mapeo es identificar la regién de mayor
similitud, es decir, la subsecuencia dentro de la referencia, cuyo alineamiento tiene la
mejor puntuacién. Dicho problema se conoce como el alineamiento local de secuencias,
y puede ser resuelto por distintos algoritmos que varian en cuanto a eficiencia de tiempo
y uso de memoria.

Un problema adicional son las lecturas con mapeo miltiple. Este caso se da cuando
en una misma referencia con secuencias iguales o semejantes entre si, una lectura puede
tener la misma calificacién en regiones distintas. Las regiones homdlogas, mismas que
provienen de un mismo gen ancestral, asi como las repetitivas, son las regiones habi-
tuales en las que se presenta el problema en mencién. Cabe anotar que en cada andlisis
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se decide y reporta céomo lidiar con dicho problema, con el fin tener observaciones
comparables y resultados repetibles.

Asimismo, existe una clasificacién de algoritmos llamados “de programacién dinami-
ca”, los cuales también han sido utilizados para resolver el problema de mapeo. Estos
manejan una representacién matematica del problema y posteriormente dividen el pro-
blema en elementos mas simples. De esta manera se utilizan célculos sencillos para
resolver el problema. Ejemplo de esto es el algoritmo de Smith-Waterman (57), que
compara una secuencia de busqueda con respecto a otra de referencia. Cada posible
combinacién de los caracteres entre las dos secuencias es representada por la casilla de
una matriz.

Uno de los indices ¢ de la casilla corresponde a la posiciéon de un caracter de la
referencia, y el otro indice j al de la secuencia de busqueda. El valor inicial de cada
casilla S es una calificacion en funcion de la igualdad entre los caracteres de ambas
cadenas, () y R respectivamente, mostrado en la ecuacién donde a es la calificacion
que se atribuye a caracteres iguales.

a R;=0Q;
Siyj =
0 R; #0Qj

Posteriormente, cada casilla cambia de valor en base en las casillas aledanas. La
ecuacion indica el nuevo valor H; ; que toma la casilla a partir de las casillas ale-
danas. De igual forma, la penalizacién del gap es representada con d. Las casillas que
influyen estan representadas en la ecuacién [2.1

Es asi como se puede identificar el mejor alineamiento fundamentado en las casi-
llas con el valor maximo de la matriz resultante. El mejor alineamiento es aquel que
corresponde a la secuencia de casillas consecutivas con mejor calificacién.

(2.1)

0
H. 1. S -
H;j=Maz{ ' A (2.2)
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Empero, se puede notar que en el caso de referencias grandes, el uso de memoria y
procesamiento de datos es muy alto, debido a que se calculan todas las posibles com-
paraciones. Por consiguiente, se ha requerido desarrollar otros algoritmos que permitan
identificar alineamientos con menos recursos.

Tal es el caso de la transformada Burrows-Wheeler (37), que permite un uso menor
de procesamiento de datos y memoria, en la medida en que no requiere comparar todas
las bases entre si. El algoritmo consiste en construir un arbol de sufijos con todas las
posibles subcadenas presentes en la referencia, que terminan en el final de la referencia.
Esta estructura de datos permite identificar de manera consecutiva cada uno de los
caracteres en una lectura. Las bases que se leen dentro del arbol, disminuye la cantidad
de posibles alineamientos, por lo que se disminuye el nimero de comparaciones. De
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Figura 2.1: Representacién del cédlculo de las casillas en el algoritmo Smith-Waterman.
A cada una de las casillas de la matriz H; ; se le tiene que calcular el valor por medio de la
ecuacién En la imagen se ve la dependencia del célculo de las casillas. La direccién de
la dependencia permite un célculo renglén a renglén en orden numérico de los indices, pero
también muchas otras.

madera adicional, este enfoque permite paralelizar el trabajo de alineamiento, al realizar
buisquedas de distintas lecturas al mismo tiempo en el mismo arbol de sufijos.

En consecuencia, el numero de lecturas se puede repartir en hilos de procesamiento
distintos. En este trabajo se utiliz6 Segemehl (24)), que realiza un mapeo de lecturas
exactas e inexactas. Hay distintos programas actuales capaces de llevar a cabo este
proceso, pero este trabajo se centra con el uso de esta herramienta por consistencia.

Segemehl evita este problema al buscar los alineamientos locales de todas las regio-
nes de una lectura. Para esto, un drbol de sufijos mejorado es utilizado, y representa
todas las posibles secuencias ordenadas presentes en la secuencia de referencia (24)). En
ese sentido, es posible buscar cada una de las subsecuencias de las lecturas dentro de
este arbol, y por ello, identifica alineamientos con inserciones y gaps.

Asi pues, el funcionamiento de Segemehl consiste en buscar cada uno de los carac-
teres de una lectura en el arbol de sufijos y posteriormente las bases consecutivas. En
virtud de que los segmentos de una lectura tienen coordenadas especificas, es posible
identificar las inserciones y deleciones; mientras que las inserciones son bases no repre-
sentadas en el arbol, las deleciones son saltos dentro del mismo. El proceso seguido por
Segemehl es descrito en la Figura Cabe mencionar que las lecturas mapeadas son
el punto de partida para la mayoria de los andlisis genémicos que se realizan en los
individuos o especies, dado que representan el genoma total secuenciado. En este caso,
se llevard a cabo un tipo de andlisis de variacién genética. A continuacién se describiran
los aspectos bésicos de este proceso.

2.1.3. Anadlisis de variacion genética

Un fenotipo es una caracteristica, ya sea funcional o medible, que es el resultado
del desarrollo de un organismo (22)). Estos fenotipos son consecuencia de la interaccién
de los genes entre si con los deméas mecanismos de desarrollo e incluso del ambiente.
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Figura 2.2: Arbol de sufijos implementado en Segemehl
En el arbol de sufijos se puede ver como la secuencia “acttcttcgge” se toma como referencia
(Ref) para generar el arbol de sufijos que estd desplegado. La secuencia “cgtcgge” (Query) es
buscada en la referencia, la cual tiene distintas secciones alineadas en el drbol de sufijos.
La busqueda inicia con la primera letra de Query, es decir la “c”, la busca en la raiz del arbol,

(1S}

y busca si en dicha rama se encuentra el siguiente caracter, el cual es “g”, peor esa rama ya

no contiene el resto de la cadena, por lo que busca “g” otra vez en la raiz del arbol, ya que el

[P

siguiente caracter no es encuentra en las ramas que siguen, es decir “t” no sigue a “g”, entonces
se busca en la raiz nuevamente. Por iltimo la subsecuencia “tcgge$” se logra alinear en las
ramas subsecuentes y termina el algoritmo de busqueda. El alineamiento mas largo esta en
azul y permite encontrar una de las regiones con mayor similaridad, lo cual deja a los otros
caracteres con dos posibles soluciones.

En el ejemplo “c” tiene dos posibles alineamientos o bien un mismatch; a su vez “g” solo puede

[3peb)

alinear a las tltimas letras “g”, o bien hacer mismatch. Podemos ver cémo hay alineamientos
alternativos en este ejemplo. Dependiendo de la configuracién de Segemehl, se reportara alguna
o las distintas alternativas. La imagen fue tomada a partir de un ejemplo en (24)).

A partir de lo anterior suena tentador analizar la variacién genética en busca de
patrones que permitan identificar el rol de las mutaciones en distintos fenotipos. Esto
resulta de interés en este caso en particular porque ayudaria a explicar o identificar las
causas de distintos fenémenos. Unos de los fenotipos de mayor interés son las enfermeda-
des genéticas, las cuales son consecuencia de mutaciones. Un ejemplo es la enfermedad
de Sickle, la cual es producida por una variacién en un solo nucleétido, a su vez causa
una variacién en la subunidad 8 de la Hemoglobina ([6)). Estas variaciones que pueden
presentarse en un solo nucleétido de una poblacién es llamada SNP por las siglas en
inglés “Single Nucleotide Polymorphism”.

Aunque hay relaciones directas como la antes mencionada, otros fenotipos pueden
tener causas més complejas (6]). Tal es el caso de la pigmentacién de la piel, el cual es un
fenotipo en el que influyen alrededor de 40 genes; entre més informacion se encuentra
sobre el desarrollo de los organismos, asi como de sus mecanismos moleculares, es posible
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encontrar explicaciones a mas fenotipos.

Las medidas llevadas a cabo por el consorcio de “1000 Genomes” indican alrededor
de 84.7 millones de SNPs, 3.6 millones de inserciones o deleciones (indels) cortas, asi
como 60 mil variantes estructurales (I1). Ademas, en el genoma de un individuo cual-
quiera pueden existir variaciones desde 4.1 millones a 5.0 millones de sitios con respecto
al genoma de referencia (LT).

La poblacién con mayor variaciéon genética, con alrededor de 5 millones de sitios por
genoma, se encuentra en personas de ancestria africana (L), efecto que fue predicho
con anterioridad por el modelo del origen africano de los humanos. Esto se debe a
que las poblaciones africanas son mas antiguas, entonces el tiempo permitié un mayor
numero de cambios en su genoma con respecto a los demds asentamientos humanos.
Esto ilustra la gran cantidad de posibles cambios que se pueden encontrar al estudiar
la variacién genética a nivel de poblacién.

Antes de llevar a cabo los estudios de variacién, es oportuno tomar consideraciones
relacionadas con aquello que se ha de analizar. Una de ellas es el enfoque para tratar
regiones repetidas, en la medida en que estas pueden proveer ventajas o desventajas al
momento de determinar variabilidad. Estos segmentos constituyen una fraccién consi-
derable del genoma; se conoce que en el humano, alrededor del 56 % estd compuesto
por algin tipo de ADN repetitivo (56, 58]).

Como consecuencia de no considerar regiones repetidas, las variantes pequenas pue-
den ser localizadas incorrectamente, a razén de que sus regiones aledanas pueden tener
mas de una regién posible de mapeo (58). Por otro lado, regiones repetidas como las
microsatelitales estan relacionadas con una tasa alta de variacién genética ([6)), cualidad
por la cual las regiones repetidas pueden ser una herramienta de investigacién para
identificar individuos o grupos. Una vez que se obtiene la informacién del anélisis, pue-
den ser inferidas relaciones entre el fenémeno estudiado y los genotipos. Formatos como
GFF, VCF, BED, asi como otros utilizados previamente en informatica, son utilizados
para reportar las relaciones encontradas.

En el estudio de variaciones celulares en un mismo individuo existen otras conside-
raciones. Por un lado, los métodos tanto experimentales como de secuenciacién pueden
inducir errores sistematicos que pueden alterar las lecturas. Por el otro lado, el des-
cubrimiento de variacién es similar entre células clonadas y ADN replicado, e incluso
tienen la misma fiabilidad.

La comprobacién de similaridad fue estudiada por Brandon Milholland, et. al. (43),
En este experimento se realizé la secuenciacién gendémica completa del ADN replicado
a partir de células individuales. De manera simultanea, se llevé a cabo la secuenciacién
gendmica completa de clonas de fibroblastos. Asi se encontré que ambas secuenciaciones
producian resultados similares, los cuales se comprobaron experimentalmente. Con la
llegada de todas las tecnologias de secuenciacién se produce una gran cantidad de
informacién biolégica nueva. Con ella se pueden contestar preguntas que antes estaban
fuera de alcance. Asimismo, se da paso a nuevas incégnitas, por eso ain hay mucho que
explorar en todas las ramas de la biologia.
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2.2. Biologia del desarrollo

La biologia del desarrollo es una rama de la biologia que se dedica a examinar
los fendmenos que suceden en los seres vivos durante el ciclo de vida. En el caso de
los animales, este ciclo inicia con un 6vulo fecundado, que contiene material genético
proveniente de su ascendencia, suficiente para poder formar el organismo completo.

Sin embargo, cada uno de los organismos estd compuesto por 6rganos a los que a su
vez lo conforman tejidos que son construcciones de células con caracteristicas diferentes.
Estas dltimas permiten implementar funciones especificas dentro del organismo, que son
determinadas por la tarea que lleva a cabo el tejido y el érgano al cual pertenecen.

Una de las mas grandes incégnitas que se ha intentado responder es cémo una
célula puede dar paso a otras tan distintas. Esta pregunta se hace més intrigante con el
hecho de que a excepcion de unos pocos casos, las células de un organismo cumplen el
principio de equivalencia genética, segtin el cual cada una de las células en un organismo
tiene informacion genética suficiente como para conformar otro organismo igual. Es
relevante notar que el principio no determina si el genoma es exactamente igual (61)),
por lo que sus detalles estan siendo resueltos por medio de investigaciones de esta area
de desarrollo.

El modelo actual de desarrollo indica que la especializacién no es algo definido por
la célula aislada, méas bien es producto de una serie de cambios. Las células adquieren
funciones y caracteristicas distintas desde las primeras divisiones celulares después de
la fecundacion. En este punto de tiempo se forman tres capas principales en el embrién
llamadas endodermo, ectodermo y mesodermo (61)), a partir de estas se forman los
demas organos.

Pese a lo anterior, existen destinos especificos de especializacién para cada capa.
El ectodermo formaré la piel y el sistema nervioso, el mesodermo se transformard en
el esqueleto y el endodermo formara principalmente érganos internos. En los primeros
estados de desarrollo, las células son capaces de cambiar en morfologia y ubicacién
(61)); estos cambios son coordinados gracias a la comunicacién célula a célula. Por cada
movimiento y divisién las células van especializando su funcion.

El proceso puede ser alterado por muchos factores, pero se mantiene controlado. Uno
de los factores son modificaciones de ADN durante el proceso de desarrollo. Esto genera
organismos mosaicos que contienen diferencias genémicas en sus células sométicas. Un
caso similar se da con los organismos quiméricos (61)); estos se dan como consecuencia de
mas de una célula fecundada. Cuando un organismo se puede formar con esta condicién,
entonces presenta grupos de células con genotipo distinto a las demas.

En ambos casos es posible desarrollar un organismo porque las células contienen
la informacion suficiente para poder coordinar el desarrollo. Esto crea seres vivos con
material genético distinto entre sus células somaticas. Es de destacar el hecho de que
estas circunstancias también pueden traer consigo patologias en el organismo formado.

En esa linea, factores externos pueden modificar cualquier proceso de desarrollo
(61). Por ello los mecanismos subyacentes tienen que ser lo suficientemente robustos
para evitar que se forme un organismo aberrante a causa de una perturbacién, en el
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mayor de los casos. Esto se logra gracias a sistemas moleculares dentro de la célula, los
cuales son redundantes y controlan la comunicacién y expresién genética de la misma.

El desarrollo de los organismos vivos presenta muchas diferencias y se esta en ca-
mino de aprender cémo funciona cada uno. Este proceso depende fuertemente de la
informacién contenida en el ADN y de cémo esta misma se expresa. Entre mas in-
formacién se posea acerca de las modificaciones en el desarrollo del organismo, maés
conocimiento existe sobre los padecimientos que se pueden formar a consecuencia de
los mismos.

2.2.1. Diferenciacion celular

Este es el proceso responsable de los cambios en las células, desde un évulo fecun-
dado a un organismo pluricelular con 6rganos distintos. Este mecanismo es atribuido a
los cambios de expresion de genes, lo cual es respuesta de distintos estimulos externos
y estados internos en la célula. Dentro de la célula existe retroalimentacion positiva y
negativa, que consiste en promover o suprimir la transcripciéon de genes respectivamen-
te. Por consiguiente, cambian las concentraciones de proteinas en la célula, ello causa
cambios en la morfologia o las sustancias secretadas por la célula. Es asi como se va
especializando a las comunidades de células de manera gradual en cada duplicacién. Si
bien la diferenciacion celular puede estar acompanada de modificaciones en el genoma,
su efecto o causa permanecen como una pregunta abierta. Por eso existe un area de
investigacién en torno a este tipo de mutaciones. Aun asi, otros casos de mutaciones
en las células soméaticas son més estudiadas, como el caso de la poliploidia en el higado
de los mamiferos (19). La fusién de células hepdticas es parte del desarrollo normal
de dichas células, por lo que adquieren genes duplicados, y por extensiéon, una mayor
capacidad de expresién de genes.

2.2.2. Mutaciones Somaticas

Las variaciones gendmicas en las células somaticas se han observado a distintas
escalas, en varios momentos de desarrollo, tejidos y especies. Pueden presentarse como
modificaciones en un nucleétido, hasta rearreglos o deleciones cromosémicas (15).

Las modificaciones pueden ser causadas por diversos factores, por ejemplo, la poli-
merasa es capaz de cometer errores al momento de la replicacion, estos generan inser-
ciones, deleciones o intercambios puntuales (15). Igualmente, hay influencia por parte
de factores ambientales, mecanismos celulares, dano fisico o quimico, que son capaces
de alterar las secuencias de ADN.

Es de destacar el hecho de que las mutaciones en general pueden causar tanto venta-
jas como desventajas adaptativas. Los genes estdn compuestos por exones, que contie-
nen la informacién de las proteinas que transcriben, y por intrones, regiones intermedias
entre los exones y no tienen informacién codificante. Por esta razén, las modificaciones
en las secuencias dentro de los exones pueden generar proteinas aberrantes.
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En contraste, mutaciones intrénicas pueden alterar de manera indirecta a la célula.
Ademds de estas, existen otras regiones en el genoma que promueven o restringen la
expresion de los genes. Estas alteraciones indirectas afectan la tasa con la cual los genes
se expresan, y ello provoca cambios en la concentracion de las proteinas.

De igual manera que la regulacién genética cambia los fenotipos celulares, las mo-
dificaciones en el ADN puede modificar el funcionamiento de la célula. Por ello, las
mutaciones somaticas se han relacionado con los padecimientos que se presentan du-
rante el envejecimiento (60]) o la carcinogénesis (32)).

Una de las diferencias entre las mutaciones somaticas y las germinales es la cantidad
de mutaciones que se presentan por divisiéon celular. En las lineas germinales hay tasas
de 3.3 x 107 y 1.2 x 107'° mutaciones por par de base por mitosis en humanos y
ratén respectivamente. Empero, la tasa de mutaciones sométicas es de 2.66 x 10~
y 8.1 x 1072 en humano y ratén respectivamente. En este caso la diferencia es de
por lo menos un orden de magnitud. Se han corroborado estos nimeros por medio de
estudios de secuenciacién de ADN gendmico completo, aplicado a células individuales
amplificadas y a clonas de fibroblastos (43)).

Los SN'Vs son variaciones que se descubren en comparaciéon a otra referencia, cual-
quiera que sea. Por ejemplo, entre células de un mismo organismo. Gran parte de estas
ultimas se han reportado fuera de regiones exénicas (43)). Esto puede ser atribuido a la
extension de las regiones intrénicas e intergénicas, o bien, a que las mutaciones en dicha
regién tiendan a ser silenciosas, por ende, no afectan la supervivencia de la célula.

Otra diferencia clave entre los dos tipos de mutaciones es la frecuencia que se pre-
senta dentro de la poblacién celular de un individuo. Las mutaciones germinales o po-
blacionales se encuentran presentes en todas las células, por el contrario, las mutaciones
somaticas estaran presentes solo en una fraccién de la poblacion celular. Las somaticas
pueden variar en proporcién dentro de un tejido, lo cual depende del momento en el
que ocurre el evento.

Solo podrén ser detectadas las deleciones somaticas si la fraccién de células que
contienen la mutacién alcanza a ser detectada; esto depende de que la cantidad de
células sea tan grande como para que exista una alta probabilidad de estar dentro del
conjunto de células analizadas. Por consiguiente, el analisis de mutaciones somaticas se
caracteriza por requerir un método, ya sea en laboratorio o in silico, el cual identifique
las variaciones entre células de una misma muestra de tejido.

No se ha logrado comprobar alguna explicacién ante la presencia de deleciones que
ocurren en un tiempo y lugar especificos. Aquellas mutaciones sométicas, que son re-
currentes entre individuos, dan indicio de que la mutaciéon somaética no es consecuencia
del azar. Si existe algin patrén, entonces es probable que estén relacionadas con al-
guna caracteristica conservada. Aun asi, gran proporcién de las mutaciones somaticas
encontradas con las herramientas actuales, no son recurrentes entre individuos (49)). En
el experimento de OHuallachain (49)) se encontraron 37 variaciones, de las cuales solo
2 fueron recurrentes en todos los individuos estudiados.
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2.2.3. ADN circular extracromosomal

Las mutaciones somaticas pueden tener distintos efectos, por ejemplo, producir
segmentos circulares extracromosomales de ADN “eccDNA” (por sus siglas en inglés
Extrachromosomal circular DNA), a partir de regiones cortadas en el genoma (16). En
su mayoria, estos eventos se encuentran en regiones repetitivas (45). Por lo anterior,
han sido planteados mecanismos de corte basados en rearreglos genémicos por medio
de secuencias homélogas.

Estas regiones de repetidos son capaces de integrarse al ADN cromosémico, por
ello se ha visto que tienen el potencial de realizar traslocaciones (58). El eccDNA
puede separarse del ADN gendémico en aras de conformar segmentos independientes con
capacidad transcripcional (16 45). Posteriormente tienen la capacidad de integrarse al
ADN, de nuevo por retrotranscripcién. La funcién y el origen de dicho mecanismo es
aun desconocida, no obstante, es posible que su presencia sea especifica a tejidos.

Es de notar que esta relacién entre deleciones y eccDNA fue reportada en tejidos
sanos de cerebro, higado y corazén en ratén durante su desarrollo, asi como en lineas
celulares de humano (17, 44)). Ello en apoyo a la idea de la creacién de eccDNA como
consecuencia de la eliminacién de segmentos en el ADN gendémico. La longitud de dichos
eventos no supera 1 kilobase y se presentan en baja frecuencia, ademés de que alrededor
del 70 % de los eccDNA corresponde a regiones de repetidos.

2.2.4. Deleciones somaticas

Un subconjunto de mutaciones somaticas estd compuesto por deleciones, que se
han encontrado en lugares y momentos especificos del desarrollo en diversas especies
y tejidos (10L 13, 14, 20}, 21, 311 34 [39] 46| 62). Sin embargo, su mecanismo y funcién
siguen siendo preguntas abiertas. Podrian existir casos similares en los seres humanos.
En caso de que estas deleciones estén presentes en el ser humano, tal cosa puede tener
implicaciones sobre distintos padecimientos, tales como el céncer (32)) y aquellos que
se presentan con el envejecimiento (6, [13), los cuales son procesos asociados con la
acumulacién de mutaciones.

2.2.4.1. Entre distintas especies

A continuacion, se exploran animales en los cuales existe eliminacién de una parte o
de la totalidad del cromosoma como un evento programado. Encontraremos que pesar
de no conocer bien la funcién de dichos eventos, es posible empezar a buscar eventos
similares en el ser humano, incluyendo aquellos a menor escala.

La disminuciéon de cromatina es un proceso programado donde cromosomas com-
pletos o secciones de ellos son eliminados de la célula. Anteriormente este proceso era
considerado un fenémeno presente en pocas especies, pero luego se descubrié que di-
versos organismos de distintos filos han desarrollado y mantenido dicho proceso (34).
Aun asi, los detalles no han logrado ser aclarados del todo. Este proceso ocurre durante
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el desarrollo normal del mismo organismo, incluso en lugares y momentos especificos.
Generalizar este principio implica la presencia del mismo mecanismo en otras especies.
No obstante, puede estar presente en una extension menor del genoma.

Protozoarios ciliados

Estos son organismos unicelulares que tienen dos ntucleos presentes; un ntcleo se
mantiene inactivo, y funciona como un nicleo germinal al transmitir la informacién
genética a nuevas generaciones; el otro niicleo, por su parte, permanece activo y es el
que funge de nucleo somaético.

En un inicio, esto es, la fase latente de crecimiento del organismo, el nicleo somatico
es una copia del germinal, por eso contiene toda la informacién genética. Posteriormente
es sometido a una serie de modificaciones que forman un nicleo maduro.

Este proceso inicia con la multiplicacién de secuencias cromosomales repetidas que
ya se encontraban presentes. En el siguiente paso ocurre una fragmentacién de dichos
cromosomas, llamados politénicos, debido a la anexién de dichas regiones. Los frag-
mentos, con tamanos similares a los genes presentes en el organismo, son encapsulados
en vesiculas. Por ultimo, aproximadamente el 95% de la cromatina es eliminada, lo
cual deja aproximadamente el 5% del material genético original, equivalente a 24 000
moléculas de ADN. EL nticleo pasa por una amplificacién final, que genera 1 000 copias
de cada fragmento restante (14)).

Nematodos

El siguiente ejemplo se encuentra en los nematodos, principalmente Parascaris y
Ascaris (46)), los cuales se someten a modificaciones sométicas que son parte de su
desarrollo. El primer tipo de modificacion es la fragmentacién de cromosomas. Esta es
llevada a cabo en lugares especificos segin el tipo de célula somaética que es formada.
Como consecuencia, se forman nuevos limites cromosémicos sin telémeros, y entonces
inicia un proceso de anexién telomérica de zonas repetitivas de “TTAGGC” en los
bordes fragmentados.

La evidencia sugiere que el mecanismo que sintetiza estas regiones no es el mismo que
se encarga de la reparacién habitual de telémeros. También puede ocurrir un proceso
de eliminacion de fragmentos o cromosomas enteros. Esto crea lineas somaticas con
cromatina disminuida. En contraste, las lineas germinales mantienen la informacién
genética y por tltimo pasan por meiosis, tal como se muestra en la Figura|2.3

Es necesario notar que las modificaciones deben ser prelocalizadas, de manera tal
que se lleve a cabo un desarrollo completo. De lo contrario, las células podrian perder
material genémico necesario para sobrevivir.

Este proceso de desarrollo se ha observado en 11 especies de nematodos, sin embar-
go, no es una caracteristica conservada en todo el filo. Los nematodos que presentan
eliminacién de cromatina en fases presomaticas comparten un estilo de vida parasita.
Un caso de peculiar interés en Strongyloides Papillosus, que tiene la facultad de
desarrollarse como parasito o en forma libre pero solo presenta eliminacion de cromatina
en su forma pardsita (46]).

Se tiene la idea de que este mecanismo compensa la cantidad de genes duplicados
que presenta el genoma de dichos nematodos (46). En este esquema la disminucién de
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cromatina permite regular una forma especifica de expresion gendémica para los tipos
celulares, en vez de reprimir la expresién por otros mecanismos (20, 46). Esto contrasta
con el hecho de que a gran parte de las secuencias de ADN que son desechadas la
componen secuencias repetidas (34}, [46)).

PO

P1

P2

P3

P4

Germ Soma

Figura 2.3: Destino somético de las células en el desarrollo de Nematodos
Esquema de proceso de eliminacién de crométida en nematodos. Células negras representan las
células germinales que pasan por meiosis. Las células grises representan las células primordiales
que contienen la informacion de zigoto. Las células azules son células que pasan por disminucién.
Las células blancas representan las células somaticas.

Crustaceos

Se encuentra igualmente una subclase de crustaceos diminutos que sufren mutacio-
nes similares durante el desarrollo. En Copepoda, tres especies (Cyclops divulsus, C.
furcifer, y C. strenuus) presentan pérdidas de aproximadamente el 50 % del material
genético en células somaticas (14)).

De manera similar, para Mesocyclops y Cyclops kolensis se encontraron valores de
90 % y 94 % respectivamente. En Mesocyclops edax se ha encontrado que gran parte del
material genético que es eliminado en el proceso de desarrollo corresponde a regiones
repetitivas satelitales, es decir, que en mayor parte corresponde a material genético que
no transcribe (I4). La disminucién de cromatina ha aparecido de manera incidental a lo
largo de distintos grupos evolutivos. Parece ser que RNAI interviene de manera similar
que en los protozoarios ciliados (14]).

Moscas

Estos eventos se pueden presentar en dos procesos del desarrollo; el primero es
en las células germinales y el otro en las células presomaticas. El proceso completo
es explicado con més detalle en la Figura [2.4] Los embriones provenientes de Diptera
contienen mds de un nicleo (2I)). Los nucleos germinales son aquellos que contienen
toda la informacién genética del organismo. Los demas nicleos serdn parte de las células
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somaticas en los siguientes estadios.

La primera eliminacién de material es el grupo de cromosomas designados como “E”,
el grupo complementario designado como “S”. Existen variaciones del mecanismo, pero
en general la eliminacién toma lugar durante la mitosis. Los cromosomas designados
a eliminarse se mantienen en un polo de la divisiéon. Por eso no son transmitidos a la
descendencia celular (34]).

El segundo evento consiste en la eliminacién de cromosomas, que es el que de hecho
define el sexo de la mosca. Esto se debe a que el sexo depende del ntimero de cromoso-
mas sexuales que tenga el genoma. A la par, las lineas germinales sufren una distinta
eliminacién de cromosomas, lo que da paso a gametos con distinta agrupaciéon genéti-
ca que las células germinales. Dependiendo del sexo, las células germinales producen
ovulos a través de meiosis clasica, o bien, espermatozoides a través de un proceso de
eliminacién que descarta los alelos no sexuales pertenecientes al padre. A pesar de que
todas las lineas celulares pasan por una reduccion de cromatina, los gametos poseen una
mayor cantidad de alelos en comparacién con las células somaticas, en tanto presentan
poliploidia.

Germinal

L\ M
Hembra{- = Macho

Somatico

Figura 2.4: Modificaciones en los cromosomas en el desarrollo de Diptera

En el esquema se representa cémo es el conjunto de cromosomas que contienen las células
somaticas y germinales en Diptera. Se observa la relacion entre genotipo y sexo en el desarrollo.
Ademas los cromosomas “L” se presentan solo en las células sexuales, pero son descartados
en la definicién del mismo. La célula del centro representa una célula fecundada con material
genético del padre en azul, y de la madre en rojo. De esta manera podemos ver la forma en
la cual los cromosomas se descartan de manera clara. Hay que notar que a pesar de que los
espermatozoides tienen un solo color, el conjunto de cromosomas puede provenir del padre
o de la madre pero no puede existir una combinacién de cromosomas padre y madre en los
espermatozoides.
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Peces agnatos

Se tiene el caso de dos superclases de peces agnatos (sin mandibulas), a saber,
Cyclostomata y Agnatha, las cuales presentan eliminacién de cromatina similar a la de
los nematodos (34)). Las células somaticas pierden de un 21 % a un 55 % de la cromatina
total que se encuentra en las células germinales. En su mayoria es aqui eliminado ADN
que contiene secuencias repetitivas, asi como secuencias que son altamente conservadas
entre distintas especies con el mismo mecanismo.

Marsupiales

En algunas especies de las familias Peramelidae y Peroryctidae, asi como otros
marsupiales presentan la caracteristica de eliminar el cromosoma X o Y en distintos
tipos celulares. Una posible correlacion fue identificada entre las células que se dividen
rapidamente y aquellas que pasan por delecién de cromatina (34)).

2.2.4.2. Entre distintos tejidos

Ahora bien, las mutaciones también existen en tejidos especificos, pero su genera-
lizacién a mas especies permanece como una incégnita; pese a ello, aporta evidencia
para buscar posibles formas de modificaciones a nivel somatico.

Neuronas

Las células de las cuales se forman las neuronas, que se presentan en las primeras
etapas embrionarias, pasan por un proceso de disminucién de cromatina (I3). Este
proceso da paso a la neurola a partir de la blastula, presentando fases S de mitosis
alargadas, debido a que se pierden regiones cromosémicas, rastro que serd caracteristico
en el genoma cromosémico del sistema nervioso.

Las regiones microsatelitales y con replicones son las primeras en ser eliminadas.
Dicho mecanismo se ha observado en Cynops Pyrrhogaster (62)). Empero, grandes
porciones de los cromosomas pueden perderse al grado de producir aneuploidia, como es
el caso de los ratones (31I)). Como consecuencia se producen alteraciones en la expresién
de genes.

Sistema inmune

Existen distintos tipos de compuestos ajenos a un organismo y tienen el potencial de
causar algin dano. Cada uno de estos tiene componentes quimicos que los identifican,
por lo general son proteinas, también llamados antigenos, los cuales le permiten al
mismo sistema reconocer los posibles patégenos de las demas sustancias.

El sistema inmune tiene la facultad de generar proteinas, a manera de molde de los
agentes para que sean atacados o expulsados; asi, tiene que ser capaz de sintetizar una
gran cantidad de moldes para distintos antigenos (10]). Para ello, las células del sistema
inmune tienen la facultad de llevar a cabo rearreglos y recombinaciones gendémicas de
su ADN nuclear. Como consecuencia, son capaces de sintetizar una mayor diversidad
de proteinas con una cantidad reducida de pares de bases.

Las células B utilizan estos rearreglos para generar proteinas llamadas anticuer-
pos, las cuales inician la eliminacion del antigeno. Por el otro lado, las células T y B,
especializadas para otros procesos de eliminacion, utilizan esta plasticidad genémica

26



2.2 Biologia del desarrollo

para sintetizar proteinas receptoras de membrana llamadas TCR’s y BCR’s respecti-
vamente, con lo cual se obtiene la capacidad de detectar antigenos especificos. Todas
estas proteinas tienen la tarea de anclarse a los antigenos debido a que su conformacién
funciona como un molde de estos ultimos.

Unos cientos de genes Ig y TCR son capaces de sintetizar las proteinas necesarias.
Estas modificaciones son de origen somaético, de lo contrario, limitarian la capacidad
de crear nuevos anticuerpos en la descendencia del organismo pluricelular. De manera
especifica, las mutaciones toman parte en las células B, las cuales son encargadas de
mantener una memoria de los anticuerpos necesarios. Dichas células son capaces de
vivir un tiempo maés prolongado que las demds células del sistema inmune. Ademds
la duplicacién se lleva a cabo de manera que conservan células B con la capacidad de
crear anticuerpos nuevos.

2.2.5. Envejecimiento

En cuanto al envejecimiento, este corresponde al proceso de desarrollo natural por
el cual los organismos pasan desde su etapa adulta hasta la muerte. Distintos modelos
permiten explicar dicho proceso, sin embargo, aun quedan muchas incognitas. Entre
estos el modelo de la acumulacion de mutaciones, que propone que el envejecimiento es
un proceso en el cual las células somaticas adquieren modificaciones en la expresién de
distintos genes ([6). Como consecuencia, los tejidos presentan los cambios caracteristicos
de edades avanzadas.

Se trata de un término poco entendido atin en estos dias; se puede definir como el
tiempo probable en el que un organismo se mantenga vivo desde un estadio de referencia
(13), siempre y cuando el tiempo de vida sea interrumpido solo por causas aleatorias.
Estas causas son la pérdida progresiva de las funciones fisioldgicas, lo cual se conoce
como senescencia. Las enfermedades que adquirimos pueden ser consecuencia de la
aleatoriedad o de algiin mecanismo subyacente, mismo que tiene como consecuencia el
envejecimiento como total. Por el momento se supone que no existe un gen que codifique
la muerte programada.

2.2.5.1. Los telémeros

Uno de los mecanismos candidatos para el proceso de senescencia es la pérdida
de teldomeros al ser un proceso vinculado directamente con la cantidad de divisiones
celulares. Los telémeros son regiones que se ubican en los extremos del ADN y tienen
la peculiaridad de estar constituidos por secuencias repetidas no codificantes (22)). Al
momento de replicar el genoma, las regiones de inicio de replicacién no se encuentran
exactamente en las tltimas bases. Entonces, la sintesis de ADN no se realiza de manera
completa, de esta forma acorta un fragmento reducido que pertenece al telémero.

Debido a que la regién telomérica no codifica, el recorte no tiene efecto alguno
en la expresion de genes. En caso de que la pérdida de informacién genética contintie
de manera indefinida, entonces comenzara a dafar informacion que es relevante para
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la célula. Asi que es posible que la expresion de genes sea afectada, provocando una
pérdida de las funciones celulares bésicas y posiblemente la muerte de la célula.

La pérdida de telémeros es mitigada por un mecanismo de reparacion de telémeros
que minimiza la pérdida de material. Una enzima llamada “Telomerasa” contiene un
templado de ARN de la secuencia telomérica, la cual puede anclarse a los extremos
de los teldmeros sin terminar. Posteriormente, la telomerasa indica la adicién de una
primasa en las tres ultimas bases, lo que indica el final del cromosoma y evita que sea
confundido como un segmento roto, y por lo tanto sea degradado. En un paso final, la
polimerasa puede sintetizar la cadena de ADN restante.

La pérdida de la telomerasa repercute en efectos de senescencia en los organismos
(22)), debido a los cuales se ha propuesto que los telémeros y la pérdida de ADN en
regiones contiguas puede tener una estrecha relacién con el proceso de envejecimiento.
Uno de los ejemplos mas claros de esto es el sindrome de Werner (16), en el que la
pérdida de los telémeros provoca un envejecimiento acelerado.

Igualmente, la pérdida de material genético puede tener efectos directos sobre la
transcripcién de proteinas, en caso de ocurrir en regiones codificantes. Aun asi, el dano
en otras regiones puede afectar de manera indirecta a la célula.

Todavia existe la posibilidad de que los telémeros cumplan la funcién de un reloj
interno que provoca la senescencia. En definitiva, por el momento se puede afirmar que
el envejecimiento es un proceso natural que hace parte del desarrollo de casi todos los
organismos.

2.2.5.2. Teoria del desequilibrio genémico y epigenético.

Esta teoria es un modelo méas general en cuanto a la pérdida de funciones a lo
largo del tiempo (29, 39, 54); propone que ocurren cambios en las concentraciones de
proteinas, que afectan el estado de las células. Los niveles de expresiéon de proteinas
pueden ser causa del ambiente, enfermedades u otras circunstancias. Los cambios son
efectuados sobre diversos mecanismos en la célula, los cuales pueden alterar las cadenas
de ADN, ARN o las mismas proteinas. En el caso del material genético, el nivel de
impacto depende principalmente de las regiones en las que sucede la modificacién.

Otra forma de modificar la expresién es alterar los mecanismos epigenéticos, tales
como la metilacién en el ADN, modificaciones en histonas o cromatina, heredadas por
duplicacion dentro de las poblaciones de células somaticas, que entre otras cosas pueden
cambiar a lo largo del tiempo.

Por otra parte, la expresion de los genes es regulada al interactuar dentro de una
red con los demés genes y el ambiente. Como consecuencia, la sintesis de proteinas
mantiene dosis especificas de estas. Pese a ello, alteraciones en las proporciones de
expresion celular afectan dicha red de interaccién, asi como la forma en las funciones
celulares.

En caso de existir mutaciones en las células, estas se van heredando en las células
producto de su divisién; esto no evita que se creen nuevas mutaciones por cada nueva
division, por lo que son acumuladas. Este efecto es conocido como el “tranquete de
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Muller” (60), el cual ocurre en una poblacién de organismos con reproduccién asexual.
En este caso, las células somaticas van acumulando mutaciones de igual forma, por lo
que aumenta la frecuencia de mutaciones en funcién del envejecimiento.

La capacidad de producir dosis especificas de alguna sustancia depende de la infor-
macion almacenada en el genoma y el epigenoma. Entonces el desequilibrio genémico
consiste en el aumento de la probabilidad de corromper dicha informacién en funcién
del envejecimiento, alterando las dosis de proteinas. El mecanismo presentado puede
explicar padecimientos que se presentan a lo largo del envejecimiento.

En esa medida, hace falta determinar la causa de los cambios en el genoma. Una
posibilidad es que existan eventos en lugares y tiempos determinados. También puede
ser que las alteraciones sean producto de la aleatoriedad y de errores de duplicacién.
Ambos escenarios no son excluyentes. Hay que tomar en cuenta que efectos tales como
la presién selectiva pueden causar eventos recurrentes en ubicacién a partir de una
causa aleatoria.

2.2.6. Cancer

El cancer es una patologia que emerge por las células propias de nuestro cuerpo que
empiezan a proliferar y competir con sus vecinas. Como consecuencia, las vecinas no son
capaces de llevar a cabo sus funciones correctamente (32). Su creacién y desarrollo estd
relacionado directamente con modificaciones en el genoma de las células en el cuerpo.

Estas modificaciones pueden tener dos efectos, uno es la activacién de genes que
dotan a las células de caracteristicas carcinégenas, los cuales se llaman oncogenes. El
segundo efecto es la supresién de genes que son capaces de frenar el comportamiento
descrito, llamados genes supresores de tumores. Bajo este modelo, el cancer es conse-
cuencia de la acumulacién de mutaciones somaticas que afectan ambos tipos de genes
(32, B9).

Se han notado diversas modificaciones por las que pasa el cancer, las cuales pueden
silenciar genes supresores de tumores o causar una sobreexpresion de oncogenes. Unas
de ellas son rearreglos genéticos complejos (cromoplexia, presente en préstata princi-
palmente), deleciones, retrotranscripciones y amplificacién por genomas circulares (en
el caso de VPH) (59). En particular, la creacién de eccDNA se caracteriza por un au-
mento en la expresion de oncogenes. Los cromosomas circulares contienen copias de
oncogenes que pueden ser expresados de manera individual.

2.3. Software actual

Es importante mencionar que las variaciones genéticas pueden ser detectadas por
una gran variedad de herramientas informaticas. Una de las aplicaciones més usadas
es determinar genotipos en céncer, para lo cual sirven programas como SomatiCA (8))
y de Control-FREEC (3). También existen herramientas dedicadas exclusivamente a
identificar mutaciones somaticas, tales como POD (2), que utiliza informacién de los
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padres del individuo analizado. En general se requiere que la proporcién de lecturas
afectadas por la mutacion sea grande, con fin de evitar artificios ocasionados por el
ruido. A continuacién se muestran otras herramientas que se relacionan con la bisqueda
de deleciones en el ser humano que pueden ser de baja frecuencia.

2.3.1. GATK

El programa adquiere su nombre por las siglas en inglés “Genome Analysis Toolkit”,
que significa caja de herramientas para andlisis de genomas. Este fue creado para poder
identificar SNPs e indels germinales en secuenciaciones de exoma y genomas completos.
También es capaz de llevar a cabo identificacién de variantes de un solo nucleétido en
células somaéticas.

Para realizar la deteccién de variantes somaticas se requiere tener los datos de se-
cuenciacién mapeados. Posteriormente son detectadas las discrepancias que hay entre
las lecturas y una referencia genémica. Al final se realiza un filtrado de los resultados,
dicho filtro consiste en remover las regiones de las cuales no se pueden tener detecciones
confiables de variacién. Los filtros remueven regiones de baja calidad de alineamiento,
regiones repetidas, variaciones germinales, contaminacion, duplicados sistematicos, re-
giones de baja cobertura, regiones definidas por el usuario, entre otras. El resultado es
un reporte detallado de las variaciones que pasaron la prueba de los filtros. Asi pues,
GATK es una herramienta muy completa para la deteccién de variantes en experimentos
donde se tiene acceso a una muestra de referencia.

2.3.2. SoloDel

Por otro lado, SoloDel (33)) es capaz de detectar las deleciones sométicas con baja
representacion. El principal problema de dichas deleciones es su similitud con los efectos
causados por el ruido. En vez de descartar las deleciones retirando regiones, los filtros
de SoloDel se basan en el modelo de una mezcla gausiana que ambas deleciones, tanto
somaticas como germinales, genera sobre las lecturas. En este punto el software requiere
de otros programas de terceros, como BreakDancer (7)) o DELLY (52), para realizar la
deteccién inicial.

La entrada es un mapeo de lecturas pareadas. Estas se llaman asi por su estrategia
de seucuenciacion, en él se llevan a cabo cortes de ADN en segmentos mayores a la
longitud que es capaz de leer la secuenciacién, pero lo mas uniforme posible. En este
caso el objetivo no es secuenciar todas las bases, pero solo las que corresponden a los
extremos. Como resultado se obtienen parejas de lecturas que corresponen a regiones
separadas por un espacio conocido, y cuyo orden de lectura es contrario entre si.

Esta informacién permite detectar deleciones gracias a que la separacién entre dos
lecturas es conocida. Las deleciones son detectadas lecturas pareadas més lejos de lo
que deberian. Posteriormente son eliminadas las lecturas que son parte de regiones de
microrrepetidos, es decir, que tienen alta probabilidad de tener mapeos en las regiones
aledanas. Después, por cada una de las localizaciones, en las que se encuentran posibles
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deleciones, se calcula la probabilidad de que la profundidad encontrada en el intervalo
sea causa de una delecién somatica o germinal. En caso de que el primer tipo de delecién
sea mas probable, entonces la misma es reportada.

2.3.3. Sprites

Sprites (63) es un programa que descubre deleciones somaticas, cuyo principal
interés es resolver deleciones dentro de regiones de microrrepetidos y microinserciones.
Como entrada requiere lecturas pareadas mapeadas a un genoma de referencia. El pro-
grama supone que los puntos de corte de las deleciones siguen una distribuciéon normal,
por lo que une las deleciones que sigan esta distribucion. Para lograr integrar la informa-
cion, realiza realineamientos en las regiones con deleciones, de manera que se encuentren
alineamientos alternativos que permitan reunir mas deleciones al mismo conjunto. Es-
ta herramienta permite identificar con mayor confiabilidad las deleciones en regiones
homologas. Sin embargo, su eficiencia de descubrimiento baja con profundidades de
secuenciacion altas y su tiempo de ejecucion es alto debido a los realineamientos.

2.3.4. LUMPY

Es un programa basado en la idea de integrar las evidencias de deleciones por
parte de las separaciones en lecturas pareadas, asi como en las deleciones detectadas
dentro de los mapeos de cada lectura. Las entradas corresponden a archivos de lecturas
mapeadas de donde se obtienen las primeras evidencias. LUMPY (36]) junta deleciones
que son catalogadas iguales, acumulando la cuenta de cada una de las ubicaciones.

Reporta aquellas deleciones que pueden ser catalogadas como somaticas. Es posible
excluir regiones especificas como parte de la ejecucién del programa. También es capaz
de utilizar distintos experimentos separados de manera simultanea para poder conjuntar
evidencia. La capacidad de LUMPY en deteccion de deleciones es comparable con la de
Sprites en cuanto a fracciones de uno en 10 cromosomas (63). La salida de LUMPY es
una tabla con los parametros de cada una de las deleciones detectadas.

2.3.5. DELLY

DELLY (52) es una herramienta que permite el descubrimiento de variaciones estruc-
turales en los datos de secuenciacién. También adquiere un mapeo como entrada, del
cual es capaz de detectar las diferencias entre las lecturas y el genoma de referencia.

Cada una de las variaciones es representada como un nodo de un grafo. Una arista
se traza en caso de que las variaciones se respalden entre si. Las variaciones que sean
parte de un clique (un subgrafo inducido completamente conexo) representan una sola
variacién, la cual es reportada.

Este método es uno de los primeros en ser desarrollado para resolver el problema
de encontrar variaciones genéticas. No obstante, sigue siendo una referencia para com-
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parar la eficiencia de métodos mas recientes (30, [63) y su confiabilidad es alta para
profundidades bajas de secuenciacién de 5x a 30x.

2.3.6. MosaicHunter

MosaicHunter (25) es una de las herramientas mds actuales que permite llevar a
cabo el descubrimiento de variaciones genéticas por medio de experimentos de secuncia-
cién tanto gendmicos como exdémicos. Este programa determina cual es la probabilidad
posterior de que esta variacion esté presente en un grupo de células, a manera de una
poblacién mosaico de células. Incluso, el programa es capaz de determinar la probabili-
dad de que las variaciones tengan un origen germinal, El programa integra imformacién
de posibles errores de secuenciacion, alineamiento y la informacién de variacién alélica
reportada en dbSNP.

Al final se presenta un listado de todos los nucleétidos que presentan algin tipo de
variacién, junto con sus caracteristicas, asi como los valores de probabilidad y fiabilidad
de pertenecer a alguna de las categorias siguientes: germinal homozigota, germinal
heterozigota o soméatica mosaico.

2.3.7. VarScan2

VarScan?2 (35) es un programa que busca alteraciones somaticas y variciones en el
numero de copias. El resultado de la biisqueda son variaciones de un solo nucleétido
(SNV’s) los cuales son evaluadas como somadticas en base a la profundidad local de las
regiones con variacién. Sin embargo, este proceso es utilizado para analizar células de
poblacionales de cancer, por lo que es necesario tener un experimento de referencia. Por
el otro lado, VarScan2 puede identificar SNPs e indels en experimentos individuales.
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Capitulo 3
Analisis de deleciones somaticas en el

genoma humano

Es de suponer que las deleciones somaticas estan presentes en tejidos de un individuo
formado. Si se da uno de estos eventos en una ubicacién especifica ocurre que una
fraccion de células en un tejido lo contendré en su genoma. Para tener un indicio claro
de estas variaciones se puede analizar cualquier experimento de secuenciacién realizado
con anterioridad.

El descubrimiento de deleciones se puede hacer por medio de (2, 38, [33], 36, 52}, [63)).
Estas herramientas descartadan observaciones que pueden asemejarse a errores sis-
tematicos. El objetivo es obtener todas las deleciones presentes en distintos individuos,
con el fin de compararlas con otros experimentos y verificar si ocurren en una ubicacién
especifica.

Las regiones repetitivas son fuente de problemas, entre ellos se pueden nombrar la
ambigiiedad de alineamiento y el disefio de cebadores con multiples anclajes. Bajo esta
idea, fueron excluidas las deleciones que se localizan dentro de secuencias repetidas en
el genoma de referencia.

Una descripcién grafica del objetivo de este trabajo se presenta en la Figura (3.1
Los detalles técnicos de las herramientas implementadas en esta tesis estan descritos
en el apéndice. De igual manera, el repositorio cuenta con la documentacion necesaria
para su uso o adaptacién. A continuacién son descritos los pasos llevados a cabo para
la obtencién de las deleciones de origen somatico.

3.1. Obtencion de datos

Para evitar que los métodos de curado y mapeo introduzcan mas variables al anali-
sis, se realizé el andlisis a partir de los datos crudos. El primer paso fue identificar
los experimentos de los cuales se pueden obtener datos crudos de secuenciacién para
analizar.
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3. ANALISIS DE DELECIONES SOMATICAS EN EL GENOMA HUMANO

Deleciones somaticas

En regiones
repetidas

Figura 3.1: Diagrama de Venn que explica las deleciones de interés.
Consideremos el universo de deleciones somaticas, en el cual hay tres conjuntos que se sobrela-
pan. El primer conjunto es catalogado como “Detectables”, porque se pueden obtener por otros
programas. El segundo grupo son las de “Baja frecuencia”, las cuales son dificiles de detectar;
el ultimo grupo corresponde a aquellas que se encuentran en regiones de repetidos. Mientras
que las herramientas actuales permiten detectar deleciones que se encuentran en el circulo azul,
nuestro interés son aquellas que se encuentran dentro de la regiéon sombreada.

3.1.1. Busqueda de datos de secuenciacion

Pese a que en las bases de datos existe una gran cantidad de experimentos, estos
pueden contener caracteristicas que no son de utilidad para el objetivo de este estudio.
De tal modo que la primera tarea fue determinar el conjunto de experimentos a utilizar
por medio de los criterios descritos a continuacion.

Para lograr identificar variaciones en cualquier regién del genoma, este tiene que
estar completamente contenido en las lecturas. Por ello se utilizan datos provenientes
de la estrategia de secuenciaciéon genémica completa “WGS”. También fue necesario
corroborar que en efecto esta estrategia contuviera al genoma nuclear completo.

Fue necesario considerar que las bases de datos tienen reglamentos en cuanto a
la disponibilidad de datos gendémicos humanos. Fue por eso que se enfocd en aquellos
proyectos de acceso publico, con el fin de no requerir permisos adicionales para descargar
datos.

Debido a que se buscaban eventos que fueran parte del desarrollo normal del ser
humano, las células analizadas debian estar libres de modificaciones, las cuales sean
consecuencia de padecimientos o de la metodologia experimental. En esa medida, la
busqueda fue enfocada en proyectos que analizaran tejidos sanos y que utilizaran pro-
cedimientos que no afectaran el ADN.

Como 1ltimo criterio se tomé en cuenta la profundidad de la secuenciacion. Este
parametro se refiere a la cantidad de lecturas que cubren cualquier coordenada en el
genoma en el caso ideal de que estas tengan mapeos distribuidos uniformemente. El
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cédlculo para obtener esta medida es dividir la cantidad de bases secuenciadas entre la
longitud del genoma.

La profundidad es un aproximado, puesto que en la realidad las lecturas no se distri-
buyen uniformemente. Esta medida permite aproximarse a la resoluciéon de deteccién
de deleciones; a mayor profundidad, mayor poblacién celular representada, y por lo
tanto, un evento de baja frecuencia tiene mayor probabilidad de ser representado.

Las bases de datos exploradas en un inicio fueron “ICGC” y “1000 Genomes pro-
ject”; sin embargo, “ICGC” no contiene experimentos de secuenciacién de acceso publi-
co. En cuanto a “1000 Genomes project”, contiene experimentos de 30X, considerada
alta profundidad, por lo que podria ser util para este tipo de andlisis. Sin embargo, las
secuenciaciones en este proyecto son sobre lineas celulares son inducidas pluripotencia-
les. Estas lineas se obtienen al modificar genémicamente el ADN de las céluas, por lo
que estos datos no fueron utilizados para este proyecto.

La base de datos m&as completa y con posibilidad de encontrar secuenciaciones
realizadas sobre células sin modificar fue SRA. Por lo tanto, el primer paso fue buscar
experimentos de secuenciacion masiva dentro del acervo de SRA. En la buisqueda se
aplicaron las caracteristicas indicadas anteriormente. Mas adelante fueron detectadas
aquellas secuenciaciones que provienen de tejido sano sin modificaciones genémicas, en
tanto que esta restriccién no se logré discriminar automaéaticamente.

En un inicio se identificaron grupos de secuenciacién de sangre y de seno, cuatro
de cada uno, asi como dos méas de préstata. Sin embargo, al final fueron elegidos cua-
tro experimentos secuenciacion con mejor calidad de lecturas, tal y como se presentan
en la Tabla Los experimentos de préstata eran muy grandes en volumen de da-
tos, por lo que procesos como la descarga y mapeo posteriores presentaban errores de
procesamiento, asi pues, fueron descartados para este analisis.

Bases Nimero
Nombre Sexo Procedencia de Grupo Ano
(Gb) .
corridas
SRX257065 | F Seno 426 14 Stanford 2013
University
SRX257088 | F Seno 213.7 10 Stanford 2013
University
SRX1660320 | M Sangre 249.4 2 Chulalongkorn |- ),
University
The Genome
SRX237626 | M Linfocitos 86.1 3 Center at | o3
Washington
University

Tabla 3.1: Tabla de experimentos utilizados en el analisis.
Cada uno de los cuatro experimentos, utilizados para esta tesis contiene su precedencia bioldgica
y las bases secuenciadas en total, las cuales se reparten en el niimero de corridas.

Cada experimento corresponde a una muestra muestra biolégica, la cual fue secuen-
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ciada un determinado nimero de veces. Cada una de estas secuenciaciones de la misma
muestra es una corrida en la Tabla En un experimento, su cantidad de bases es la
adicién de las que componen cada una de las corridas.

3.1.2. Descarga

Una vez identificados los experimentos en SRA, estos fueron descargados por me-
dio del servidor FTP de NCBI. Las lecturas secuenciadas en formato FAST(Q fueron
almacenadas en el servidor de ADN en el LAVIS (UNAM).

3.1.2.1. Formato FASTA y FASTQ

En el formato FASTA cada lectura tiene un identificador, dicha cadena de caracteres
es identificada por el cardacter “>" al inicio. La cadena en la siguiente linea corresponde
a la secuencia de nucledtidos. La implementacién del formato fue desarrollada por Bill
Pearson (50). Posteriormente, la informacién de calidad fue anadida, de manera que
se formé el actual FASTQ (9), en el que se introdujeron dos nuevas lineas. La primera
linea es el identificador con el caracter “+” al inicio, lo que indica que la cadena de la
siguiente linea la componen caracteres ASCII, que representan los valores de calidad. En
consecuencia, las cadenas de calidad y nucleétidos tienen la misma longitud. Ademas,
el simbolo “>” de la secuencia de nucledtidos se reemplazd por el caracter “@Q”.

3.1.3. Calidad de experimentos

Las maquinas de secuenciacién pueden presentar baja calidad en las lecturas debido
a la incertidumbre de los sensores. Asi que es necesario revisar posibles errores, y des-
pués corregirlos en pos de evitar desarrollar el trabajo con informacién imprecisa. Cabe
destacar que fue posible revisar la calidad de las lecturas por medio de fastqc ().
De manera posterior, fueron descartadas las bases que no pueden aportar informacién
confiable al alineamiento. La edicién fue realizada por medio de una herramienta lla-
mada fastq_quality_trimmer de “fastqx-Toolkit”. Empero, atin existian calificaciones
que no permitieron utilizar algunas corridas, lo cual fue también revisado por medio
de fastqc. Es por ello que se descartaron las corridas que no pasaron las pruebas de
calidad después de la edicién.

3.1.4. Mapeo de lecturas

Luego del curado de datos crudos se procedié al mapeo. Para esta tarea fue utiliza-
do el programa Segemehl (24]). La configuracién aplicada permiti6é alineamientos con
lecturas separadas (“Split reads” en inglés), para poder ubicar las deleciones de mayor
longitud.
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3.1.4.1. Formato SAM

El formato SAM contiene representadas las bases y su alineamiento con respecto
al genoma de referencia, llamado asi por las siglas en inglés “Sequence Alignment /-
Map”, que significa “formato de alineamiento o mapeo de secuencias”. Cada campo del
formato estd delimitado por tabuladores entre los campos de cada renglén. El grupo
compuesto por las primeras lineas es llamado “encabezado”; esta es opcional y tiene la
caracteristica de iniciar las lineas con un caracter de “@Q”. El encabezado indica el tipo
de ordenamiento o agrupamiento que contiene el archivo, la informacién del archivo
que se usé como referencia para el alineamiento, asi como de cada uno de los grupos
que componen al alineamiento.

En la siguiente seccién del formato se encuentran las secuencias mapeadas. Cada
uno de los registros contiene 11 campos que permiten conocer la forma en la que la
lectura se alinea a una referencia. La descripcion de cada campo se encuentra en la

Tabla 3.2

Numero Nombre Descripcion
Nombre de la lectura que corresponde al
1 QNAME indicador en el archivo de datos crudos.
Un valor cuya representacion binaria indica qué
2 FLAG . .
propiedades tiene la lectura mapeada.
3 RNAME | Nombre de la secuencia de referencia.
Posicién del CIGAR que comienza a corresponder
4 POS .
a bases del genoma de referencia.
5 MAPQ Valor logaritmico de la calidad del mapeo. Un valor
de 255 indica que la lectura no se puede utilizar.
6 CICAR La codlﬁca(:{on de la forma en lg que las bases de la
lectura se alinean en la referencia.
7 RNEXT En .el caso de las lecturas pareafias., este campo
indica el nombre de la lectura siguiente.
3 PNEXT En el F§%0 de las l'ect.uras pareadas, indica
la posicién de la siguiente lectura.
En el caso de las lecturas pareadas, indica la
9 TLEN | distancia entre los extremos opuestos de la
regién generada por ambas lecturas.
10 SEQ La secuencia de nucle6tidos de la lectura.
La calidad de las bases de la lectura, tal
1 QUAL como se indica en los FASTQ.

Tabla 3.2: Tabla de campos en el formato de lecturas del archivo SAM
Descripcién de cada uno de los campos que tiene cada registro del formato SAM. La primera
columna indica el nimero de campo, la segunda el nombre abreviado que se utiliza en la
documentacién y la tercera es la descripcién.
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CIGAR

Este campo en especifico es el que se utilizé para detectar las deleciones. En él es
indicada la forma en que la lectura es alineada con respecto a la secuencia de referencia.
La codificacién consiste en una cadena de caracteres, que consta de niimeros seguidos
de una letra. El nimero indica la cantidad de bases consecutivas con la descripcién de
la letra, las cuales estan expuestas en la Tabla (3.3

Cada una de las descripciones puede corresponder a un caracter en la referencia, la
lectura, ambas o ninguna. Solo se puede aplicar una de estas relaciones a cada base en
cada secuencia, por lo que se dice que “consume” elementos de alguna cadena. Dicho
consumo estd representado en la Figura [3.2] En caso de no existir un alineamiento, el
CIGAR es sustituido por el cardcter “*”.

Un ejemplo es presentado en la figura|3.3| En ella se observa como es que el CIGAR
representa cada uno de los caracteres en una lectura. Los caracteres “N” se utilizan
como deleciones, pero por lo general indican que una regién falta debido a el método
utilizado para secuenciar. Por ejemplo, secuenciando exomas, siempre faltaran regiones
intrénicas. Por ultimo, cabe mencionar que los caracteres “S” y “H” no se presentan
en el ejemplo, estos se refieren a cadenas parte del anclaje utilizado para llevar a cabo
el proceso de secuenciacién, por lo que a veces se encuentran presentes dentro de la
secuencia de la lectura, sin embargo para este trabajo fueron ignoradas.

.......

S,M,=,X

Genoma de Referencia

Genoma Analizado

Figura 3.2: Descripcién del consumo de secuencias CIGAR
El CIGAR es la representacién de la forma en la cual la lectura se alinea con el genoma de refe-
rencia. Los caracteres “=,X,M” indican que existen nucleétidos consecutivos en la lectura que
corresponden a la referencia. Los caracteres “D” y “N” indican el gap, que presenta la lectura.
Finalmente el caracter “I” indica la presencia de una base en la lectura que no se encuentra en
la referencia. Las lineas continuas representan regiones consumidas por una caracteristica, de
manera contraria que las punteadas.

3.2. Deteccion de deleciones

El alineamiento de las lecturas sobre el genoma de referencia provee la informa-
cién necesaria para identificar deleciones. Antes de la deteccion se filtraron aquellas
deleciones con una calidad de mapeo QMAP menor o igual a 5.

38



3.2 Deteccién de deleciones

Consumo  Consumo

Cardcter Descripcion de de
lectura referencia

M Indica el alineamiento de la base de referencia g g

i i

con la lectura, aunque no sean la misma base.

Indica la insercién de una base presente

I . Si No
en la lectura, pero no en la referencia.

D Indica una base eliminada en la lectura, por No g
lo que si aparece en la referencia.

N Indica una regién que se salta en la referencia. No Si

g Indica la regién de recorte g No
suave presente en la lectura.
Indica 1 ién d te fuert

H ndica la r(?glon e recorte fuerte No No
que no estd presente en la lectura.

11 i6 té t
p Relleno (regién que no esta presente No No

en ninguna secuencia).

Indica el alineamiento de la base de referencia
= con la lectura, donde la lectura y la referencia Si Si
contienen la misma base.

Inicia el alineamiento de la base de referencia
X con la lectura, donde la lectura y la referencia Si Si
no contienen la misma base.

Tabla 3.3: Tabla de caracteres del CIGAR en el archivo SAM
El CIGAR tiene caracteres que representan distintos atributos del nitimero de bases que lo
preceden. En la tabla se expone el significado de cada caracter. El consumo de una secuencia
indica si el atributo aplica a bases en la lectura o la referencia.

Es oportuno senalar que fue necesario agrupar los gaps que eran semejantes dentro
de un mismo experimento. En el siguiente paso fueron identificadas las variaciones que
tenfan un origen somdtico y por tltimo, se determind el subconjunto de variaciones
recurrentes entre los individuos.

Dicho lo anterior, a continuacion son descritos los pasos que llevaron a la deteccién
de deleciones soméaticas. En algunos casos, las tareas requirieron la implementacién de
herramientas propias.

3.2.1. Lectura de CIGAR

A cada una de las lecturas les fueron buscadas las deleciones contenidas en ellas
mediante el CIGAR. Ademas, fue necesario reducir lo minimo la probabilidad de que la
delecién sea un artificio debido a las ambigiiedades de mapeo. Una forma de lidiar con
este problema fue crear la condicién de anclaje, que consiste en una cantidad minima
de bases presentes en la lectura a ambos lados de una delecion. En la Figura se
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Opcién 1: 6M 4P 1D 2M 11 1M

Opcién 2: 6= 4‘\2 §3 1? 2M 11 1M

GTTATCTGGTTATCTGAA GCTGTTTAC GCGCCcCCC

Figura 3.3: Descripcién del CIGAR
En este caso tenemos dos secuencias, una inferior y otra superior que corresponden a la referencia
v a lectura respectivamente. Las flechas indican de donde viene cada parte de la representacién,
la opcidén 2 es la que estd mas detallada, ya que indica los tipos de alineamientos por medio de
los caracteres “=” y “X”, pero pueden ser reemplazados por una descripciéon més general con
el cardcter “M”. Esta otra posible representacion se observa en la opcién 1.

representa como son discriminadas las deleciones.

Es posible clasificar las regiones del CIGAR en dos grupos; el primer grupo lo
conforman las bases que aportan al gap, que corresponden a los caracteres “N” y “D”;
el segundo grupo lo constituyen bases que aportan al anclaje, representadas por las
letras “I,=,X,M”, y “S”.

De manera especifica, la tarea es determinar las longitudes de los gaps y anclajes
de cada una de las deleciones presentes en los mapeos. Para lograr esta deteccién, fue
implementado un programa llamado SAM_parce_GAP. La cantidad minima de bases para
identificar una regién sin ambigiiedad es por lo general de 20 bases (53)), por lo que se
utilizé este valor como minimo de longitud en los anclajes.

Interpretacién de las deleciones
en el genoma analizado

>MIN ='éa6"=<MlN ®
>MIN Gap >MIN /
<MIN:‘6aB"= >MIN x

D, N:S.X.M,= D N D, N

Y
Y

Genoma de Referencia
Y la representacién del CIGAR

Figura 3.4: Descripcién del algoritmo de interpretacién de CIGAR
La lectura es representada como la tltima linea en morado se alinea a la referencia, de la cual
es obtenida la informacién de tres posibles deleciones reportadas, las cuales son representadas
con las lineas de morado superiores. Sin embargo, un minimo de longitudes en los anclajes es
necesario para reportar una delecién, por lo que solo la segunda linea es reportada.
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Algoritmo

El algoritmo recorre cada una de las lecturas alineadas por medio del CIGAR.
El alineamiento de una lectura es analizado en pro de obtener la cantidad total de
bases que aportan como anclaje, este valor es almacenado como el segundo flanco.
Posteriormente se analiza el CIGAR a través de un ciclo que detecta los gaps a fin de
evaluar las longitudes minimas de gap y flancos en el ciclo de andlisis que sigue.

Este ciclo primero almacena una regién consecutiva que no contenga algun gap,
al que se le llama delta de flanco, ello en vista de que al encontrar el gap es anadido
al flanco izquierdo aunque sustraida al derecho. Después es almacenada la cantidad de
bases consecutivas que forman un gap. Si los anclajes de la delecion superan la longitud
minima requerida entonces es reportada. Posteriormente se repite el ciclo, mismo que
se detiene cuando se terminan los elementos por analizar en el CIGAR.

3.2.1.1. Formato BED

El formato BED, del acrénimo en inglés “Browser Extensible Data” que significa
“Datos Extensibles para Navegadores”, consiste en texto ASCII separado por tabula-
dores. Los campos mas representativos son el cromosoma y dos coordenadas dentro del
mismo. Dicho formato es 1til para representar informacién de intervalos dentro de los
genomas, los cuales estan descritos en la Tabla
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Numero Nombre Descripcion
Nombre del cromosoma donde se
1 Cromosoma
encuentran las coordenadas.
9 Coordenada de inicio Inicio del intervalo‘. La primera coordenada
en el cromosoma, siempre es 0.
Fin del intervalo. Indica que la
3 Coordenada de fin ultima coordenada dentro del
intervalo igual a su valor menos uno.
Nombre que identifica dicha
4 Nombre linea dentro del BED.
Una calificacion de 0 a 1000, la cual indica
5 Grado . .,
que tanto se califica un rasgo en la regién.
Identifica el sentido de la cadena de ADN con
6 Cadena . W «
respecto a la referencia. Puede ser “+” o “-”.
.. Indica la coordenada de inicio de una
7 Inicio Grueso .. .
caracteristica dentro el intervalo.
) Indica la coordenada de fin de una
8 Fin Grueso . .
caracteristica dentro el intervalo.
Un campo de tres niimeros separados por
comas que corresponden al cédigo RGB de
9 RGB . , .
un color. Dicho color sera aplicado al
intervalo correspondiente a la linea del BED.
10 Cuenta de blogue Es el mtlme.ro de bloques descritos
en los siguientes campos.
Es texto separado por comas que
11 Tamaino de bloque | indican la longitud de cada uno de
los bloques dentro del intervalo.
Es el texto separado por comas que indican
12 Inicio de bloque las coordenadas de inicio de cada uno de los

3.2.2.

En virtud de que la presencia individual de deleciones no contiene la suficiente
informacién para identificar origenes sométicos, es necesario conjuntar las deleciones
semejantes. Antes de esto se requiere filtrar las deleciones que estan cercanas a regiones
de repetidos. En ultima instancia, se debe descartar a las que son de origen germinal

Filtrado de datos

con la informacién conjuntada.

bloques. Este campo tiene que corresponder
en cantidad de elementos con el anterior.

Tabla 3.4: Tabla de campos en el formato de lecturas del archivo BED
Descripcién de cada uno de los campos que tiene cada registro del formato BED. La prime-
ra columna indica el nimero de campo, la segunda el nombre del campo, y por iltimo, la
explicacién.
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El primer filtro consiste en remover lecturas cercanas a regiones de repetidos en el
genoma. De esta manera se evitaron deleciones provenientes de artificios en el mapeo,
asi como problemas en el disefio de cebadores. Después fueron identificados los grupos
de deleciones que se sobrelapaban, con lo que fueron agrupadas.

Para separar las deleciones de origen germinal fue calculada la fraccién de lecturas
que contenian el mismo gap en un experimento. Se clasificaron como somaticas las
deleciones que no estaban presentes en el 50 % o 100 % de las lecturas. Esto fue llevado
a cabo de esta manera porque consideramos la posibilidad de eventos de corte que
sean tan frecuentes que afecten ambos cromosomas en una célula, pero no en todas. A
continuacién son descritos cada uno de los procesos, en el orden en que fueron aplicados.

3.2.2.1. Regiones repetidas en RepeatMasker

Los alineamientos en regiones de repetidos en el genoma carecen de fiabilidad, dado
que un flanco puede presentar ambigiiedad de mapeo en alguna regiéon consecutiva.
De forma adicional, un cebador disefiado dentro de regiones de repetidos puede an-
clarse a distintas coordenadas y ello representa retos adicionales para la comprobacién
experimental de deleciones en dichas ubicaciones. Una gran cantidad del genoma con-
siste en regiones de repetidos, por eso, remover deleciones que se encuentran en estas
ubicaciones al inicio del analisis facilita los anélisis posteriores.

Para descartar las deleciones que intersectan con los repetidos, fue utilizada una
base de datos disponible en la red y creada por la herramienta RepeatMasker (50).
Esta base de datos estd compuesta por una tabla de coordenadas por cada tipo de
region de repetidos en cada cromosoma y sus caracteristicas. Para nuestros fines, solo
fueron utilizados los datos que corresponden a las coordenadas y cromosomas.

Las deleciones reportadas, cuyas bases aledafias intersectaron con la base de datos,
fueron removidas. Estas mismas son las bases consecutivas presentes en el genoma
de referencia ubicados en ambos extremos del gap, cabe anadir que para esta tesis
fueron determinadas 300. Ademads se usé como condicién un porcentaje minimo de
interseccién para descartar las deleciones. Una representaciéon del analisis sobre una
delecién se muestra en la Figura [3.5

Asimismo, el proceso mas directo que se encontré para realizar esta tarea es mo-
dificar los intervalos de las deleciones para considerar los flancos y después usar una
herrameinta extra para compararlos. Sin embargo, este proceso consume muchos re-
cursos, por una parte es computar los intervalos, y por otra parte interpretar datos de
texto plano a nimeros, por lo que se implementé la herramienta RMFilter. El objetivo
del programa es descartar las deleciones cuyo porcentaje de sobrelape de las regiones
aledanas supere un umbral establecido.

Algoritmo

Los parametros requeridos son la cantidad de bases aledanas y el porcentaje minimo
de interseccion. La implementacion requiere que los datos estén separados por cromo-
somas. El programa primero carga la lista de coordenadas de regiones de repetidos
reportadas por RepeatMasker, las cuales estan presentes en el cromosoma del archivo
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a analizar. Posteriormente se revisa cada una de las lecturas del archivo de deleciones;
si las coordenadas aledanas a la delecion se sobrelapan debajo del umbral especificado,
entonces la lectura se despliega.

300 bp 300 bp

80 % T NG
TS>>>5>5>5>55>>>
Regiones Repetitivas

\/

Figura 3.5: Representacién del filtro por RepeatMasker
La linea morada representa la lectura que presenta la delecién. Las regiones en amarillo repre-
sentan la longitud de las bases aledanas a la delecién. Los signos “ > ” representan una regién
de repetidos en el genoma de referencia (de color verde).

3.2.2.2. Sobrelape de deleciones

En este punto se tiene un archivo BED que identifica las posibles deleciones en el
experimento. Aun asi, se debe determinar cudles pertenecen a una misma ubicacién
bajo el fin de reportar, por medio de una sola delecién, un conjunto de gaps de un
mismo evento. El problema es que estos gaps no necesariamente tienen exactamente las
mismas coordenadas, aunque sean parte del mismo evento. Por consiguiente, el objetivo
es determinar los conjuntos que se sobrelapan entre si. Es importante mencionar que
no cualquier grado de sobrelape implica que las deleciones provienen del mismo evento.

Entonces fue necesario tener una manera de medir el grado de sobrelape dadas
dos deleciones, para después agrupar las que cumplan una medida especifica. Adicio-
nalmente, fue requerido determinar el intervalo que representa este subconjunto. Las
definiciones de los parametros y modelos requeridos son desarrolladas a continuacion.

Sobrelape

Para poder agrupar las deleciones primero fue definida la manera de medir el so-
brelape entre dos deleciones. Entonces la definicién indica la forma de calcular la
razon de sobrelape. Cabe anotar que el sobrelape no es una operaciéon conmutativa, es
decir, que su valor depende del orden. Este concepto es representado en la Figura|3.6
donde la razén cambia segtn el orden de las deleciones en la funcién sob.

Definicion 3.2.1 Sean A y B dos deleciones con sus respectivas coordenadas inicial
(X) y final (Y), llamadas X4, Ya, Xp y Yg. La razén de sobrelape sob(A, B) es el

cociente de la region intersectada de las coordenadas, entre la region de B.

min(Ya,Yp) — max(Xa, Xp)
Y — Xpg

Es posible definir la propiedad de respaldo (Definicién: [3.2.2)), y de respaldo recipro-
co (Definicién: [3.2.3)), los cuales dependen de un margen arbitrario h.

sob(A, B) = (3.1)
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3.2 Deteccién de deleciones

Porcentaje B en A
Delecién A >50%

Delecion B

<50%
): Porcentaje A en B

Genoma de Referencia

Figura 3.6: Definicion de sobrelape dados los porcentajes de sobrelape
En este ejemplo se observa cémo difiere el sobrelape entre dos deleciones, dependiendo del orden.
La interseccién de ambas deleciones es delimitada con la linea punteada. Usando el 50 % como
referencia, se puede ver que sob(4, B) < 0.5 mientras que sob(A, B) > 0.5

Definicién 3.2.2 Dadas dos deleciones A, B y un umbral minimo h tal que h € [0, 1].

Se dice que A respalda a B si y solo si sob(A, B) > h, lo cual se denota como A — B.

Definicién 3.2.3 Dadas dos deleciones A, B y un umbral minimo h tal que h = [0, 1].
Se dice que existe un respaldo reciproco entre A y B si y solo st A— By B — A, lo

cual se denota como A <> B, equivalente a B <> A.

Es necesario subrayar que un respaldo reciproco no es una propiedad transitiva, esto
quiere decir que aunque se den tres deleciones, esto es, A <> B <> C, no es suficiente
para determinar si A <> C, tal y como se nota en la Figura

A —
| Sobrelape |
Bl | Sobrelape |
clpy—

XXX

C

Reference Genome

Figura 3.7: Ejemplo de recurrencia entre lecturas distintas
En este caso se logra observar como es que el respaldo reciproco no tiene propiedad transitiva.
Por lo cual es necesario revisar todos los posibles candidatos de sobrelape por cada una de las
lecturas. En el primer caso, A y B tienen un respaldo reciproco, asi como B y C. En el segundo
caso, A y C no tienen un respaldo reciproco, porque el intervalo que comparten es muy reducido.

Esto permite cambiar el analisis en funciéon de qué tan estricto es requerido el grado
de sobrelape. En esta tesis se utilizé h = 0.5, puesto que esta es la razén minima que
incluye variaciones de un nucleétido en deleciones de tamano 2.

Conjunto de sobrelapes

La estructura que se genera a partir de las relaciones de respaldo equivale a un grafo
en el que estas equivalen a las aristas y las deleciones a los nodos.

Definicion 3.2.4 Sean A y B cualquier delecion en el conjunto de datos llamado V,

entonces G = (V, E) es el grafo tal que los nodos equivalen a las deleciones y las aristas
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3. ANALISIS DE DELECIONES SOMATICAS EN EL GENOMA HUMANO

se definen de la siguiente manera:

E={(A,B)VA,BEV | A« B} (3.2)

El problema que se plante6 en este punto fue identificar los subconjuntos de no-
dos, donde todas las deleciones se encuentran reciprocamente respaldadas. En lenguaje
matematico, el planteamiento es identificar los subgrafos inducidos completamente co-
nexos, los cuales son llamados cliques.

Se debe notar que todo subgrafo inducido de un clique es igual a un clique. Por
consiguiente, las deleciones en los cliques maximales son las que ubican un mismo
evento; los cliques maximales, por definicién, no pueden estar estrictamente contenidos
en otros. Dicho enfoque es similar al que utiliza Delly (52]).

Observaciéon Sean G’ y G” distintos cliques maximales de G. Entonces G’ ¢ G” ni
G" ¢ G'. Sin embargo, es posible que G' N G" # ()

Pueden existir cliques maximales que se enciman, no obstante, no estan contenidos
entre si, tal como lo indica la observacién anterior; ello implica que las deleciones pueden
presentar casos como se muestra en la Figura|3.8] De esta forma, filtros posteriores no
descartaron eventos representativos dentro de la misma regién.

ﬂ
Delecién

A

Delecidén
° s

Reference Genome

Figura 3.8: Reporte de deleciones encimadas
Cada una de las lineas representa una delecién, ordenadas por la primera coordenada. El pro-
grama implementado ubica las deleciones que son reciprocas entre si de manera separada,
representado por los recuadros. Por lo tanto, la informacién de las deleciones, las cuales estan
sobrelapadas entre si sin ser reciprocas, es conservada.

Representacion de conjuntos

Por dltimo, queda el problema de cémo representar un conjunto por medio de un
solo registro. Un conjunto de deleciones es representado por la regiéon cubierta por
todas. Por medio de un clique maximal G’ se obtiene un par de coordenadas X,Y
por medio de la ecuacién Para el calculo anterior se considera que X y Y son los
conjuntos de las coordenadas iniciales y finales de las deleciones contenidas en los grafos
respectivamente.
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3.2 Deteccién de deleciones

X, Y = (mazx(Xqgr), min(Yer)) (3.3)

Algoritmo

Para poder llevar a cabo este analisis completo se implementé una herramienta
llamada Del_Overlap. El programa lee una lista de intervalos ordenados y agrupados
por cromosoma, y posteriormente, se ejecuté el algoritmo por cada una de las lineas.

Primero la linea actual es marcada como la deleciéon principal y es guardada en la
memoria intermedia. En esta tltima, son almacenados los siguientes registros, siempre
y cuando se sobrelapen con la lectura inicial. Una vez que ya no es posible que exista
otra lectura que sobrelape se deja de leer la entrada. Este proceso estd ejemplificado en
la Figura|3.9

Lectura de datos

F
C—-Aéi:nz

\ D Las siguientes lecturas
»

B

)

Genoma de Referencia

Figura 3.9: Representacion de la obtencion de los grafos dentro del algoritmo de deteccién
El rectangulo amarillo representa las deleciones que son evaluadas para anadir a la memoria
intermedia, delimitado por la ultima coordenada de la primera lectura (linea punteada). Em-
pero, solo se anaden aquellas que tengan un respaldo bidireccional con “A”. Las otras aristas
se calculan después.

La delecién “A” es la referencia para revisar sobrelapes, por lo que las aristas entre los nodos
del complemento no estan representados.

Una vez que se guardaron los datos en la memoria interna, entre todos sus elementos
son calculados los respaldos. Como resultado se obtiene un grafo en el cual se buscan
los cliques maximales, que contengan la delecién inicial. Aquellos cliques maximales,
que no estén contenidos en alguno que se haya reportado previamente y superen un
minimo de nodos, son reportados.

Como resultado se obtiene otro archivo en formato BED, el cual contiene las repre-
sentaciones de cada uno de los cliques maximales. En él se reportan las coordenadas y
la cantidad de nodos de los conjuntos de deleciones calculados, como se representa en
la Figura [3.10

Fueron analizados intervalos de diversos tamanos, desde uno hasta 10k nucledtidos
aproximadamente; la implementacion soporté una cantidad de 100k deleciones en el
mismo experimento durante el proceso de comparacion.
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Delecién

s

Genoma de Referencia

Figura 3.10: Forma de representacion de deleciones sobrelapadas
El grupo de deleciones que se sobrelapan entre si (en rojo) tienen una representacién con las
coordenadas marcadas con la linea punteada, las cuales corresponden a las coordenadas maxima
inicial y minima final del grupo.

3.2.2.3. Filtro somatico

Hasta este punto fueron ubicadas las deleciones por cada experimento, el siguiente
paso es determinar cudles son de origen somaéatico; las que no sean de origen somatico
son entonces germinales. La caracteristica principal de las germinales es que todos
los genomas celulares del individuo las contienen, debido a que estan presentes desde
las primeras fases de la gestacién. Una delecién germinal puede estar en uno o dos
cromosomas, porque somos organismos diploides.

Como consecuencia, un conjunto de lecturas que mapean a una region con delecién
germinal presentardn el gap en un 50 % o 100 % de ellas. En contraste, un conjunto
de lecturas que mapean a una region con delecién somatica presentaran el gap en un
porcentaje distinto al 0 %. El objetivo del filtro somatico es remover las deleciones cuya
regién presente gaps en el 50 % o 100 % de ellas. Cabe mencionar que parte de las
deleciones somaticas se pierden, como se muestra en la Figura (3.11

Porcentaje de lecturas con gap

Somaticas Germinales

E,’QIOO
~— 75
50
25
0

Lecturas

Figura 3.11: Rangos de porcentajes de lecturas con gaps, dependiendo del origen
Los rangos que ejemplifican el porcentaje de lecturas que presentan una delecién son las re-
giones sombreadas de rojo. Las deleciones sométicas pueden estar representadas en un rango
estrictamente mayor a 0%. De manera anéloga, las germinales se presentan como gap en el
50 % o 100 % de las lecturas.

Debido a que los mapeos no estan distribuidos uniformemente, se utilizé la pro-
fundidad para aproximar los origenes somaticos y se reviso la profundidad media que
existe en las regiones de la deleciéon y sus flancos. La razén que existe entre ambos
tipos de regiones, es complemento de la fraccién de lecturas. Entonces, las deleciones
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3.2 Deteccién de deleciones

germinales corresponden a una razoén de profundidad de 0.0 o 0.50, con respecto a los
flancos, las cuales fueron descartadas. Sin embargo, fue necesario considerar que en el
caso del sexo masculino, los cromosomas sexuales son disntintos. Por lo tanto, la razén
de profundidad germinal en los cromosomas “X” y “Y” en este caso solo es 0.0.

La fraccién de profundidad fue definida como el cociente de la profundidad media
dentro de las coordenadas, entre la profundidad de sus respectivos flancos (férmula
. En esa medida, el problema a resolver en este paso es obtener las profundidades
medias en ambas regiones por cada delecién reportada. Con lo anterior se procede a
descartar las deleciones, que tengan una fraccién de profundidad igual a 0.0 o 0.5.

_ 7C_'del
Cflanco

(3.4)

Implementacion

En primera medida fue necesario realizar el cdlculo de profundidad por posicién en
el genoma de referencia. Asi pues, la cuenta debe contemplar que existen regiones que
no aportan a la profundidad dentro del intervalo de una lectura, marcadas por “N” y
“D” del CIGAR. La tarea fue realizada por la herramienta genomecov de bedtools
(51), que calcula la profundidad en cada base del genoma. Para esto fueron requeridas
las lecturas contenidas en el archivo de alineamiento en formato BAM.

En el siguiente paso fue creada una tabla para computar las fracciones de pro-
fundidad. Esta contiene los intervalos de delecién y sus flancos, junto con la suma de
profundidades en dichas regiones. Los flancos fueron definidos como las regiones que
distan dentro de los 20 nucledtidos fuera de los extremos de la delecién. A fin de realizar
este paso fue desarrollada una aplicacién llamada Coverage_count. Después se aplicd
el filtro, llamado Allelic Filter, que calcula la profundidad media en cada una de
las regiones. Con este valor se puede calcular la fraccién de profundidades y con ello
filtrar las que son iguales a 0.0, 0.5 0 0.1, como se muestra en la Figura [3.12

Dado que la profundidad en una regién no es regular, los promedios calculados den-
tro y fuera de la delecién no son valores enteros. Asi pues, se tendrd una incertidumbre
en cuanto a la fraccion real que se calcule después. Se considera una lectura extra o
faltante dentro de la delecién, con una profundidad promedio de 40X, resultando en
una incertidumbre de £0.025, es decir, fueron descartadas las lecturas cuya fraccién
entrara dentro del intervalo de incertidumbre alrededor de las fracciones 0.0, 0.5 y 0.1.

3.2.3. Deleciones compartidas entre individuos

Para determinar si las deleciones encontradas se presentan en una regién especifica
del ADN, tienen que ser frecuentes en mas de un individuo. Entre mayores observaciones
existan en distintos tejidos o individuos, mas evidencia apunta a una explicacién mas
general en el humano. El objetivo en esta seccién fue obtener las deleciones que son
recurrentes en todos los experimentos.

Para encontrar las coincidencias de ubicaciones entre experimentos fue utilizada la
herramienta Intersect de bedtools (51)); este programa revisa un archivo BED de
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Coberturas
Germinal Germinal

Genoma de Referencia

Figura 3.12: Representacién de las posibles deleciones detectadas
La profundidad se representa con lineas moradas y las deleciones con los arcos punteados. Las
primeras dos deleciones son las de tipo germinal que se descartan, las cuales tienen fracciones
de 0.0 y 0.5 respectivamente. La siguiente delecién es somaética, que en este caso, si la fracciéon
estd entre 0 y 0.5. Por tultimo, hay una delecién que no se considera como somaética puesto que
hay una profundidad alta dentro de la delecién, por lo que la fraccién es 1.

referencia, contra uno o maés archivos de bisqueda. Fueron reportadas las deleciones
que tengan respaldo reciproco con una razon minima de 0.5, como se observa en la
Figura [3.13]

Las relaciones de respaldo reciproco que son reportadas no contemplan las relaciones
entre los archivos de busqueda. Para compensar esta restriccién, la interseccion fue
repetida usando distintos experimentos como referencia. Por lo tanto, una delecién
recurrente esta presente por lo menos tantas veces como el ntiimero de experimentos
que fueron analizados, cuatro en el caso de esta tesis. Una mayor representacién de una
regién, implica la existencia de deleciones que sobrelapan fuera del umbral minimo,
como se muestra en la Figura lo cual implica que estas regiones presentan muchas
alteraciones.

Regiones recurrentes reportadas
R1 R2 R3

\

»
y

R1 R2

R1 R2 R3

R3 Comparado 2

R4 Comparado 1

R1 R2 R3 R4
Base

»
>

Y

Genoma de Referencia

Figura 3.13: Comparacién de deleciones entre experimentos
En este caso se evidencia la operacién del programa Intersect, donde el archivo BED de
“Base” contiene las deleciones que se comparan. Todas aquellas que intersecten con cualquier
delecién de los grupos de “Comparados” es reportado. Hay que notar que a pesar de que “R2”
de “Base” no esta respaldado en todos los experimentos, si es reportado. Pese a que “R3” de
“Comparado 2” y “R4” de “Comparado 1” se sobrelapan, no son reportados.
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Regiones recurrentes reportadas
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Figura 3.14: Comparacién de frecuencias de deleciones comparadas
Las deleciones que se obtienen al final son producto de comparar todos los experimentos contra
todos, para reportar las que son respaldadas de forma reciproca entre experimentos. En este caso
se usaron cuatro experimentos, por lo que la referencia es una frecuencia de cuatro deleciones
iguales reportadas, es decir, las deleciones que aparecen en todos los experimentos son los que
tienen frecuencia 4. Sin embargo, aquellos que aparecen en menor frecuencia no son compartidos
y los que tienen mayor frecuencia presentan mayor variabilidad.

3.3. Interseccién con cancer

Fue llevada a cabo una interseccion con genes relacionados con cancer, definidos con
fundamento en el censo que existe de genes mutados en la base de datos del Genome
Data Commons (GDC) (40). A partir de este se descargaron los genes relacionados
con cancer, los cuales corresponden al campo llamado “Is Cancer Gene Census”. Pos-
teriormente fueron obtenidas las coordenadas de los genes con respecto al genoma de
referencia “GRCh38/hg38” por medio del portal de UCSC (30)). La lista se guardé como
formato BED para obtener la interseccién de la base de datos con la lista de cancer.
Esta lista contiene 573 genes de la base de datos que corresponden a 5069 sitios en el
genoma. La interseccion fue realizada con la herramienta intersect de bedtools de
manera que se conservo la informacién de los genes intersectados y las deleciones. Para
no descartar cualquier efecto que las deleciones puedan tener fue buscado cualquier
tipo de interseccién en tamano y cobertura. De igual manera, se utilizaron las regiones
completas de los genes, sin excluir las regiones no codificantes.

3.4. Automatizacion

Las herramientas desarrolladas constan de programas necesarios para llevar a cabo
todo el andlisis, asi como scripts que ejecutan paso a paso los segmentos descritos.
Los scripts permiten que el usuario sea capaz de reemplazar los datos a analizar sin
necesidad de editar cada uno de los pasos. A su vez proveen de la facilidad para poder
modificar los pardmetros de los procesos de deteccién de deleciones y filtrado.

Existen tres scripts principales, el primero lleva a cabo la descarga, el curado y
el alineamiento de las lecturas crudas, lo que permite la inspeccién de la calidad en
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cada paso. El segundo script realiza la deteccién de deleciones y el filtrado por cada
experimento.

El ultimo establece la comparacion de deleciones entre experimentos. El proceso
completo estd resumido en la Figura [3.15]

Alineamiento Filtrado Comparacion
SAM_Parce_Gap
Lecturas crudas _
(*.fastq) *_splitreads. bed bedtools intersect
Anélisis de Calidad RMFilter * Deletions.bed
gRiChed Cancer Intersect
Curado | Del Overiap -
* fast * Overlap.bed
= B Visualizacién

AIIeIic_FiIter
* NotAllel.bed *.ps

Alineamiento

*.bam

v

Figura 3.15: Representacién del proceso automatizado

En el esquema se ven tres bloques que corresponden a cada script que automatiza el proceso. El
primero lleva a cabo la descarga, curado y alineamiento de lecturas. El segundo aplica los filtros
descritos dentro de un experimento. El tercero utiliza la informacién en distintos experimentos
para comparar deleciones y visualizarlas. Dentro de los recuadros hay bloques secuenciales que
indican el proceso efectuado, y los recuadros laterales representan los archivos intermedios que
derivan, son los archivos generados por cada proceso y son representados por una expresion
regular de los nombres utilizados.
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Capitulo 4

Analisis de Resultados

Por cada experimento, se extrajeron las deleciones que fueron semejantes a otras
presentes en los otros tres experimentos. Sin embargo, estas iltimas no necesariamente
tienen que estar respaldadas por todos los deméds experimentos. Para poder confirmar
esto, en las deleciones resultantes, se juntaron las que fueron detectadas en cada uno
de los experimentos. Para la visualizacién, las deleciones resultantes fueron separadas
a partir de su orden de longitud. Posteriormente, los datos fueron visualizados por
medio de “igv viewer” (28). Esta herramienta permite observar el mapeo de lecturas
en regiones especificas, por medio de una representacion de la cobertura de las lecturas
en la parte superior de cada experimento, asi como la representacién individual de las
lecturas en la continuacion de las gréficas.

Por cada lectura, la regién alineada es representada con regiones grises, los cambios
de bases se representan con un color que corresponde a la base presente en la lectura,
los gaps se representan como lineas delgadas y las inserciones como marcas moradas
con el simbolo “I”.

Las regiones encontradas se muestran como marcas en rojo que se muestran en la
parte superior de la interfaz de “igv viewer”. Por lo tanto, en las imédgenes que fueron
obtenidas de dicho programa, contienen estas zonas marcadas en la parte superior.

Tener varios puntos de corte es indicio de un evento que ocurre de forma somaética
en distintas células. En consecuencia, los gaps en las lecturas de una delecién puede
que no estén sobrelapadas completamente. De igual manera, deberia apreciarse un valle
en el perfil de cobertura. Un ejemplo de una delecién en una ubicacion definida es la
figura[4.1] Sin embargo, existe la posibilidad de que estas irregularidades en los puntos
de corte sean consecuencia de mapeos erréneos o con distinta representacion.

Atn es posible tener mapeos ambiguos a consecuencia de regiones donde subsecuen-
cias pueden tener méas de un posible alineamiento. Por ejemplo, una delecién dentro de
una cadena de “A” repetidas, es un descubrimiento ambiguo, como se muestra en la
Figura 4.2

Es necesario anadir que en este andlisis se excluyeron los resultados del cromosoma
“Y” puesto que solo dos experimentos corresponden a tejidos provenientes de hombre,
lo cual no permite una comparacion en mas de dos experimentos.
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Con el fin de identificar todas las posibles ubicaciones posibles, fueron incluidas las
deleciones que se encuentran en segmentos no identificadas en los cromosomas. Estos
tienen identificadores especiales en el campo del cromosoma para separarlos de los
demas.

Cabe mencionar que como parte del método de visualizacion, solo se representan las
lecturas que intersectan con las deleciones. Esto permitié llevar a cabo una visualizacién
mas clara, sin embargo, crea un efecto de coberturas nulas después de las regiones de
los flancos de las deleciones.
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Figura 4.1: Ejemplo de una delecién en una regién con mapeos aledanos muy variables.
Las lecturas que cubren el area detectada con deleciones intersectadas. Cabe mencionar que la
alta variacién en el genotipo de las lecturas ponen en duda el mapeo de estas lecturas.
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4.1 Frecuencia de longitudes
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Figura 4.2: Ejemplo de una delecién en una region con ambigiiedad
La serie de “A” (color verde) en el genoma de referencia indica que la delecién detectada cae
en una regiéon de bases iguales consecutivas. Por lo tanto, un mapeo con deleciones recorridas
sobre dicha subsecuencia es igual de valida, sin embargo, no es posible saber la ubicacién de la
delecién de manera definitiva.

4.1. Frecuencia de longitudes

Se obtuvieron distintas cantidades de deleciones en cada uno de los experimentos
presentados en la Tabla Gran parte de ellas corresponden a deleciones de 100 b a
100 Kb. La frecuencia disminuye en funcién de la longitud a partir de la longitud de dos
bases, como se muestra en la Figura[4.3] Por otra parte, en la Tabla [£.1] se muestran las
deleciones de cada experimento, separados por orden de magnitud. En la ultima fila se
representa la unién de las deleciones corroboradas en cada experimento. Por lo tanto,
la cantidad total de este conjunto puede ser a lo mas la suma de deleciones en cada
experimento respalda.

En la figura se muestra que parecen existir tres grupos de deleciones que se
pueden separar por intervalos de longitud, las menores de 100 bases, las de 100 bases a
100 Kb y las mayores a 10Mb. Puede proponerse que esta diferencia se debe a distintos
mecanismos que tienden a provocar modificaciones a distintos intervalos del genoma.

Por otro lado, ain esta presente una gran cantidad de variacién, por lo que esta
grafica puede cambiar si se hacen mas estrictos los métodos. Las deleciones més grandes
tienen mayor libertad para variar. Por esa razén, es mas probable que la recurrencia de
estas sea consecuencia de eventos aleatorios que coinciden en una region. En esa medida,
las deleciones mas cortas son las que tienen una mayor confianza de ser comprobadas
experimentalmente.

4.2. Frecuencia de sobrelape
Las deleciones finales que fueron graficadas tienen que estar sobrelapadas sobre una

misma regién. Existen regiones en el genoma que son cubiertas por distintas deleciones.
Esta cantidad es llamada frecuencia de sobrelape, la cual fue graficada por medio de
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Nombre Numero de registros con longitudes en los intervalos :

[1,10) [10,100) [100,1K) [1K,10K) [10K,100K) [100K,1M) [1M,10M) [10M,100M) [100M,500M) [1,500M)

SRX1660320 | 102 131 389 548 217 5 7 41 4 1444
SRX237626 80 69 145 253 104 4 2 23 1 681
SRX257065 91 95 233 466 187 3 6 18 2 1101
SRX257088 82 78 193 318 135 3 3 21 0 833
Unién | 142 | 314 944 1574 639 14 18 103 7 3755

Tabla 4.1: Tabla de niimero de registros por experimento
Se muestran los cuatro experimentos utilizados para el andlisis. Cada uno de los experimentos lo componen las lecturas contenidas en
las corridas descargadas. Las deleciones de cada experimento, las cuales fueron detectadas, filtradas y compartidas en los experimentos
restantes. Cada campo separa el orden de magnitud. Al final se encuentra la unién de todas las deleciones encontradas.
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4.2 Frecuencia de sobrelape

Histograma de longitud de deleciones

Frecuencia
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Figura 4.3: Dispersion de frecuencia de las longitudes de las deleciones compartidas entre
experimentos
La gréfica presenta el numero de deleciones que existen por cada uno de los valores de longi-
tud existentes. En pos de identificar la diferencia entre las deleciones de distintos 6rdenes de
magnitud, la escala de las longitudes se muestra logaritmica.

la herramienta KaryoploteR (18) y se encuentra en el apéndice de esta tesis. Se espera
que la frecuencia de una delecion sea por lo menos de cuatro para indicar la recurrencia
en los cuatro experimentos, y que no supere el doble de esta medida, ya que esto indica
alta variabilidad y por lo tanto baja confianza de descubrimiento.

Aunado a ello, fueron representadas deleciones individuales en los mismos gréficos
en el apéndice. Esta representaciéon permite representar la informacion por cada par
de coordenadas. De esta manera es posible comparar la forma en que sobrelapan las
deleciones y la frecuencia de deleciones dentro las mismas ubicaciones.

En los distintos experimentos se observé que muchas deleciones se sobrelapan dentro
de una misma regién con mucha frecuencia, lo cual indica regiones de mucha variabili-
dad. Principalmente estas regiones se ubican en los centromeros y subtelémeros como
se ve en los cromosomas 2, 3, 6, 7, 10, 17 y 20. Sin embargo, las regiones con deleciones
dispersas también se encuentran en otras partes dentro de los cromosomas, un posible
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

patrén se explora en la comparaciéon con genes de cancer.

Existen deleciones con la frecuencia esperada en gran parte de los cromosomas. De
igual manera hay regiones de alta frecuencia que pueden estar compuestas por grupos
de cuatro o cinco deleciones que se sobrelapan entre si en altos porcentajes. Por esto,
es posible considerar dichas regiones como la superposicion de distintas deleciones con
frecuencia esperada.

Las deleciones de menor longitud tienen mayor fiabilidad al ser mas precisas, a
consecuencia de que al ser més cortas hay menor libertad en la ubicacién de las demas
deleciones entre distintos experimentos. Aun asi, los principales criterios para elegir el
subconjunto de deleciones que se comprobaran experimentalmente dependen de que
estén fuera de regiones de alta variabilidad o de secuencias repetidas.

Por un lado, estas representaciones permiten identificar regiones en las que hay
mucha variacién de gaps, los cuales corresponden a niveles altos de frecuencia. De igual
manera, es posible identificar deleciones recurrentes con frecuencias cercanas a cuatro e
incluso identificar deleciones superpuestas gracias a la representacion de las deleciones
de forma individual. Una visualizacion a otra escala de las regiones de alta frecuencia
podria ayudar a descubrir otras deleciones superpuestas que parezcan regiones de alta
variabilidad.

4.3. Caracteristicas de las deleciones

4.3.1. Deleciones proximas a centrémeros y subtelémeros

Gran parte de las deleciones estdn ubicadas dentro de regiones cercanas a los
centrémeros, lo cual es consistente con la variaciéon gendmica que existe en las regiones
cercanas al centrémero, las cuales son susceptibles a transposiciones (55). Se puede
ver en la Figura [£.7]la variacién presente en la regién aledana a la delecién cercana al
centrémero.

También se encuentran deleciones en las regiones subteloméricas, con mucha va-
riabilidad entre lecturas de manera similar a los centrémeros, asi concuerdan con la
variacién genémica observada en dichas regiones (42). La Figura es un claro ejem-
plo de variacién en las regiones cercanas a los telémeros.

Dicha naturaleza no es exclusiva en las regiones teloméricas o en centrémeros, pues
existen otras de alta variacién fuera de las mismas. Si bien la Figura es un ejemplo
de esto, no es tan comtun. Fueron revisados casos en los que existe una baja frecuencia
de deleciones dentro de estas ubicaciones, los cuales presentan mucha variacion entre las
lecturas presentes, como se presenta en la Figura[4.4l Aun asi, existen pocas deleciones
cercanas a centrémeros que no tienen una alta variacion, como en la Figura que
presenta mapeos uniformes.

En vista de que dentro de los centromeros y subtelémeros pueden existir genes,
también existen casos en los que estas regiones intersectan con las deleciones encontra-
das. Tal es el caso de la Figura una delecién se encuentra cerca del centrémero, no
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4.3 Caracteristicas de las deleciones

obstante, contiene un gen dentro de la region.

4.3.2. Regiones de alta variabilidad

Una de las condiciones experimentales es la viabilidad del diseno de cebadores para
validar experimentalmente la regién, sin embargo, las regiones susceptibles a transpo-
siciones presentan un reto extra, por lo que tienen que ser descartadas. Estas regiones
también se caracterizan por contener una alta frecuencia de sobrelape. Entonces las
deleciones de menor cantidad de sobrelapes son los mejores candidatos para presen-
tar como deleciones somaéticas, puesto que indican que la mayoria de los gaps en cada
experimento sobrelapan un alto porcentaje entre si y uno muy bajo con los aledanos.

4.3.3. Localizacién de puntos de corte

Un punto a identificar aqui es el hecho de que los gaps en las lecturas no presentan
coordenadas completamente uniformes; las deleciones més cortas también restringen la
cantidad de posibles configuraciones de los gaps dentro de un experimento. Esta falta
de uniformidad en los gaps apunta al mismo evento somdatico que ocurrié en distintas
células hermanas como se representa en la Figura

4.3.4. Regiones de repetidos

Se debe tomar en consideracion especial las deleciones que caen dentro de regiones
de bases consecutivas, por ejemplo, las deleciones de las figura Estas deben ser
descartadas como posibles variaciones, puesto que no es posible ubicar las deleciones
presentes en el alineamiento de manera tnica. Una ambigliedad menor de la ubicacién
puede ser ignorada dependiendo de la extensién de la delecién, porque puede caer dentro
de la variacion de los puntos de corte.

4.3.5. Interseccién con genes

También se observaron distintas deleciones que caen en regiones dentro de genes;
esto puede ser de interés porque es mas probable que tengan efectos sobre la transcrip-
ciéon de proteinas. Estos eventos en especifico son escasos y los que se presentan caen
en regiones intrénicas, tal como se ve en la Figura [4.10] Para obtener informacién maés
precisa y detallada serd necesario hacer una comparacién completa con la anotacién
actual de genes.

4.3.6. Deleciones resultantes

Las deleciones que se comprobaran experimentalmente son aquellas que contienen
una clara presencia en todos los individuos, no tienen ambigiiedad de mapeo y caen en
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

regiones de poca variabilidad entre las lecturas. Un ejemplo se muestra en la Figura
Se debe dar prioridad a las deleciones de menor longitud, en la medida en que
las de mayor longitud tienen menor fiabilidad explicada en los puntos anteriores. No
obstante, es posible cambiar los criterios para deleciones mayores a 10 kilobases en
analisis posteriores.

4.4. Interseccién con los genes en Cancer

Como se ha indicado en lineas anteriores, una de las enfermedades que tiene relacién
con las deleciones somaticas es el cancer, por lo que se propuso comparar las ubicaciones
de los genes relacionados con esta enfermedad y las deleciones encontradas. Solamente
se buscaron intersecciones con los genes mas representados, obtenidos de un censo que
existe de genes mutados en la base de datos del Genome Data Commons (GDC) (40)).

Todas estas regiones gendmicas se marcaron como referencias dentro de las image-
nes utilizadas para representar las deleciones. De este modo, fue posible comparar la
frecuencia y los puntos de corte de las deleciones con las coordenadas de los genes aso-
ciado con esta enfermedad. Con esto fue posible identificar que existen regiones de alta
variabilidad cercanas a unos genes de cancer.

Fueron obtenidas 108 regiones intersectadas distribuidas en los cromosomas de 2,
4,5,6,7,9,10, 11 y 17; 104 regiones pertenecen al rango de longitud de 10 megabases
a 500 megabases, por lo que es imposible que no tengan intersecciones en alguna otra
posicion. El complemento consta de cuatro deleciones menores a 10 bases, ubicadas en
el cromosoma 17.

En el cromosoma 17, todas las mutaciones menores a 10 bases intersectas con SEPT9
(L), que esta relacionado con el control de las fases del ciclo celular, en particular con
la separacion celular durante la fision. Adicionalmente, dicho gen se ha propuesto como
gen supresor de cancer en ovarios. La delecion estd ubicada en una regién de “TGG”
repetidos, por lo que no se puede asegurar que todos los gaps pertenecen a la misma
regién, sino que provengan de una misma causa.

Aunque las deleciones en si parecen no afectar a los genes de cdncer de manera
directa. Es posible que tanto las deleciones como las regiones de alta variabilidad tengan
algun efecto indirecto en los genes de cancer.

60



4.4 Interseccién con los genes en Cancer

che7 &

[T T F- o NN I BN BN 7 B N B T e W [
PZ1 pAL2  pI53  pl43  plal plzs Pz @iTZ  qiL73 @2T12 q213 @227 q3l.1 @3L31  q321 @33 a3F 435 6362

104 bp

P 5,510,260 bp. 45,610,350 bp 5,610,900 bp 5,610,920 bp 5,610,940 bp
I I L 1 1 1

SRRE325526 viswbam

SRR733087_imw.bam

SRX257085_view bam

SRXZ57088_view bam

Saquence = [[GGCGATATTGGAG TTGTGGAGATGATGG TGGAGGTGGGAAGGTGATGG TGGAGGTGGGGAGG TGATAATGGAAGTATGGAGGTGATT TTGGAGGTGAGGAGG T][4]

Gene

=

apcv

Figura 4.4: Ejemplo de una delecién de baja frecuencia pero que presenta lecturas varia-
bles
En este caso se tiene una deleciéon que parece ser adecuada para comprobar con base en la
frecuencia de delecién. No obstante, la variabilidad presente en las lecturas de la regién no lo
permite.
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Figura 4.5: Ejemplo de una delecién en una regién en el centrémero con alta variaciéon

en las lecturas aledanas

En esta figura se encuentran las lecturas mapeadas en una region cercana al centréomero. En
ella se ven las variaciones estructurales con respecto al genoma de referencia y entre si. Estas
deleciones probablemente son consecuencia de las transposiciones. El intervalo marcado en rojo
en la parte superior corresponde a las deleciones encimadas detectadas por las herramientas

utilizadas.
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Figura 4.6: Ejemplo de una delecién en una region en el telémero con alta variacion en
las lecturas aledanas
En este ejemplo se ven las lecturas mapeadas en una region cercana al telémero. En ella se ven
las variaciones de mapeo con respecto al genoma de referencia y entre si.
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Figura 4.7: Ejemplo de una delecién de frecuencia aceptable, pero con lecturas aledanas
con alta variabilidad
En este caso se observa que la delecién es recurrente entre experimentos, pese a ello, la va-
riacién que se observa en las lecturas es muy alta, lo cual impide que pueda ser comprobada
experimentalmente.
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Figura 4.8: Ejemplo de una delecién en una region en el centrémero con poca variacién
en las lecturas aledanas
En este ejemplo se observan las lecturas mapeadas en una region cercana al centrémero, las
cuales pueden ser significativas al ser consistentes en los cuatro experimentos. Sin embargo,
aun tiene la probabilidad de ser una deleciéon de origen somético. Nosotros estamos buscando
eventos que sobrelapen ya que estos tienen baja probabilidad de ser aleatorios.
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Genoma de Referencia

Figura 4.9: Uniformidad de eventos somaticos
La imagen muestra como una delecién en la misma ubicacién puede tener pequenas variaciones
al afectar células hermanas. Este evento carece de uniformidad dado que contiene la informacién
de distintas células que pasaron por el mismo efecto. Si ambos eventos fueran aleatorios, la
probabilidad de conincidencia seria baja, de lo contrario, podria apuntar en la direccién de un
mecanismo enfocado a una ubicacién en ADN.
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Figura 4.10: Ejemplo de una delecién intersectando un gen
En esta imagen la delecién intersecta con el gen PDE9A. La delecién tiene diferencias entre
experimentos, pero puede ser consecuencia de su origen somético.
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Figura 4.11: Ejemplo de una delecién con las caracteristicas requeridas
Esta delecién muestra los aspectos de las deleciones que se estan buscando, el tamano, la fraccién
de profundidad, la poca ambigiiedad de mapeo, la regiéon aledana de cobertura uniforme y
variacién reducida indican una delecién somatica.

68



Capitulo 5

Conclusiones

A partir de este proyecto, fueron obtenidas las herramientas informaticas necesarias
para poder llevar a cabo la identificacién de deleciones sométicas en cualquier experi-
mento de secuenciacion, de estrategia WGS. Estos programas son de libre acceso y se
pueden encontrar en https://github.com/Bloodfield/Plasticidad_INB. De igual
manera, fue posible identificar posibles candidatos de deleciones sométicas que podran
comprobarse experimentalmente en un futuro. De forma adicional, se llevé a cabo una
comparacién entre la ubicacion de las deleciones y los genes relacionados a cancer.
El estudio sugiere que las deleciones son del tipo pasajeras, esto quiere decir que no
inducen el desarrollo de esta patologia.

Fue observado que atn es requerido ajustar los pardmetros de descubrimiento para
obtener la mayor cantidad de candidatos a deleciones somaticas compartidas. Las he-
rramientas desarrolladas pueden integrar mas andlisis, filtros y modelos que permitan
refinar la deteccién de deleciones, asi como anadir comparaciones similares a la realiza-
da con los genes relacionados con el cancer. Es oportuno explicar los detalles asociados
con los puntos y problemas adicionales que pueden ser desarrollados a futuro.

5.1. Trabajo a futuro

Las principales vertientes del trabajo a futuro son tres; la primera corresponde
a corroborar experimentalmente la presencia de deleciones en més individuos. Con
esto es posible explorar nuevas hipotesis relacionadas con deleciones compartidas entre
individuos.

La segunda via corresponde a refinar las herramientas que se tienen actualmente,
asi como integrar unas nuevas. Es importante subrayar que actualmente las delecio-
nes de baja frecuencia en los histogramas de frecuencia de sobrelape son las de mayor
confianza, debido a que su baja frecuencia es consecuencia de la estabilidad de la re-
gién. Después de descartar el complemento, el nimero de deleciones que podran ser
comprobadas posteriormente es bastante menor a 8252, que se tienen actualmente.

Por 1dltimo, es posible extender la comparacién con la base de datos de cancer, no
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existe una interseccién clara de ambos conjuntos, a excepcién de las deleciones que son
tan grandes que no existe probabilidad de que no intersecte con alguno de estos genes.
Empero, esto solo descarta un efecto directo sobre los genes, mas no uno indirecto
relacionado con cancer. Incluso, es posible explorar otras hipotesis sobre el efecto de
las deleciones sobre otras condiciones.

5.1.1. Deleciones somaticas

Antes de la comprobacién experimental es necesario llevar a cabo un andlisis es-
tadistico para obtener un valor de confianza de descubrimiento. Esto implica comparar
con un escenario en el que se buscan deleciones recurrentes en experimentos donde estas
mismas se encuentren distribuidas de forma aleatoria. Posteriormente, la comprobacién
experimental consistira en buscar estas mismas deleciones en méas individuos. Para esto
se requiere disenar cebadores que se anclen a cada extremo de la regién que presen-
ta la delecion. Estos serviran para secuenciar estas ubicaciones en tejidos de distintos
individuos y verificar que en efecto los gaps estén presentes.

En el caso de las deleciones de mayor extensién, fueron encontradas lecturas que
mapean regiones entre los puntos de corte, lo cual puede indicar que la informacién
genética no fue eliminada por la delecién. Se ha especulado la posibilidad de que estos
fragmentos se conserven como eccDNA, dado que la informacién se mantiene presente
pero forma parte del cromosoma. La circularizacién evitaria que la informacion genética
contenida en los segmentos cortados fuera degradada por el lisosoma. No obstante, no
es la Unica posible hipétesis, las regiones eliminadas pueden ser protegidas por otro
mecanismo de sintesis de ADN, o bien, ser consecuencia de una traslocacién gendémica.

Seria interesante identificar posibles relaciones de las deleciones en regiones anota-
das del genoma. Para ello es necesario tener una referencia de las regiones anotadas
para luego hacer la intersecciéon con las deleciones encontradas. La hipdtesis en este
experimento se limité a realizar el andlisis en distintos experimentos de tejido sano
en distintos individuos. Ahora bien, los eventos somaticos podrian ser especificos a un
tipo de tejido; tiene sentido llevar a cabo la misma comparacion usando datos de se-
cuenciacion el mismo tipo de tejido entre distintos individuos. De igual manera seria
interesante realizar la comparacién en distintos tejidos del mismo individuo, que en
principio permitira identificar si hay eventos somaticos que ocurran de manera gene-
ralizada en un individuo, o como parte normal del desarrollo de los tejidos adultos.
Las herramientas permiten modificar los parametros de manera que se pueden hacer
andlisis con distinto nivel de rigor. Esto cambia la sensibilidad para detectar eventos
de baja representacién.

5.1.2. Software

El principal problema que se presenta con los filtros es el modelo que se utiliza
para evaluar las deleciones, cuyo origen es uno de los cromosomas germinales. El filtro
solo considera la cobertura local, a pesar de eso, la variacion de la cobertura varia en
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funcién de la longitud de la delecién. Por tal motivo, una solucién es tener parametros
dindmicos en funcién de la longitud de las deleciones.

La variacién de la cobertura implica también que la incertidumbre de las medidas
crezca en funcién de la longitud. Otra propuesta es identificar las deleciones germinales
con base en los demds genotipos que presenta la lectura que contienen los gaps. Si
las lecturas se pueden separar en dos grupos que corresponden a cada cromosoma por
medio de los genotipos, entonces serd posible a la vez separar las deleciones somaticas
con un criterio de cobertura mas simple.

Un dato de utilidad son los puntos de corte, los cuales pueden no coincidir entre
gaps. Es posible utilizar medidas estadisticas para reportar la variacién que tienen las
coordenadas, dentro de cada una de las deleciones. Esta informacién puede corrobo-
rar algin tipo de mecanismo o utilizarse como criterio de seleccién para su validacion.
El agrupamiento de las lecturas por Del_Overlap tiene desventajas en cuanto al pro-
cesamiento. La identificacién de cliques maximales es un problema NP completo y el
algoritmo implementado se puede mejorar con las heuristicas presentadas en el algorit-
mo Bron-Kerbosch (4)).

Un caso especial a considerar son las regiones de baja cobertura, que presentan
una cantidad muy baja de lecturas tanto en los flancos de corte como dentro de los
gaps. Estos casos tienen que ser identificados de alguna manera, porque tienen una alta
probabilidad de no ser comprobados de manera experimental.

De manera adicional, hace falta estudiar el patréon de calidad de mapeo en las
lecturas que componen las deleciones encontradas. Esta evaluacién puede ser un criterio
extra para descartar deleciones con base en el mapeo de las lecturas cercanas. Esto
significa que se puede discriminar aquellos gaps que presenten ambigiiedad debido a la
calidad de cada base mapeada.

Las regiones con mucha variacién tales como las que se presentan en los telémeros
o centrémeros tienen que ser descartadas. Aun si fueron identificadas correctamente, la
corroboracion experimental es mas complicada si existe una taza alta de traslocaciones.
Seria posible llevar a cabo una comparacién cuantitativa de las deleciones detectadas
por herramientas similares. Esto tiene como fin comparar las caracteristicas de las
deleciones detectadas por distintos métodos.

5.1.3. Deleciones somaticas y su relacion con otras condiciones

En este trabajo se presenté una comparacion reducida a utilizar solo genes relacio-
nados con cancer. También se podrian comparar las deleciones que se han encontrado
recurrentes en distintos experimentos en cdncer. De igual manera, es posible enfocar
los estudios al mismo tipo de tejido.

Es posible que las regiones de alta variabilidad tengan efectos sobre los genes rela-
cionados con cancer. Para comprobar lo anterior, es necesario ubicar todas las regiones
variables, dado que en este experimento es posible que estas se hayan descartado con
los filtros utilizados. En caso de que exista una consistencia de cercania entre ambos
conjuntos, lo siguiente seria buscar alguna explicacién a dicho patroén.
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Ademads del cancer, se podrian buscar mutaciones relacionadas a otras condiciones
de interés. Una de estas puede ser la progeria, en tanto que estd muy relacionada con el
envejecimiento. De igual manera se podrian buscar bases de datos en las que se hayan
analizado mutaciones comunes en enfermedades caracteristicas del envejecimiento.

5.2. Comparacion extra con VarScan2

Para remarcar la motivacién de este proyecto, se llevé a cabo la misma deteccion de
deleciones con parametros analogos utilizando una herramienta que se utliza amplia-
mente para la deteccién de polimorfismos, la cual es VarScan2 (35). Para la deteccién
de variaciones somaticas, esta herramienta utiliza mas de un experimento de secuencia-
cién, ya que uno tiene que corresponder a una muestra blanco que permite comparar
deleciones contra otros muestra. Sin embargo, en este caso, solo se realizo el filtro de
variantes con la suficiente sensibilidad para ubicar deleciones con baja representacién.
De manera adicional, se removieron aquellas que intersectaban con la base de datos de
RepeatMasker (56). Por utlimo, fue aplicada una heuristica para remover deleciones
germinales. Este filtro consistié en remover variaciones con frecuencias de aparicion en
lecturas de 50% y 100 %. En este andlisis aledano, fueron comparadas las deleciones
presentes en los mismos cuatro experimentos de secuenciacién. Al final fueron obteni-
das 26 deleciones que del tamafno de 1 base en 11 cromosomas distintos y 4 regiones
cromosémicas sin ubicacion.

De primera instancia podemos notar la gran diferencia en el niimero de deleciones
reportadas. Es cierto que las reportadas por VarScan2 tienen un alto grado de confianza
de ser variaciones somaticas en vez de artificios por parte de alguno de los métodos de
secuenciacion, alineamiento o procesamiento. Sin embargo, nosotros queremos ubicar
todas aquellas deleciones somaticas que pueden parecer errores sistemadticos, pero ain
tienen una pequena probabilidad de no serlo. Aunque el método propuesto en este
trabajo no es muy limpio, evita descartar deleciones que pueden ser descartadas por
estos filtros, y a la vez aplicar filtros que permitan remover aquellas que son germinales.

Otro punto a identificar es la falta de deleciones de longitudes mayores a una base.
Esto puede ser consecuencia de la inexistencia de las mismas, sin embargo hay que con-
siderar que el método de VarScan2 analiza variaciones base por base entre las lecturas
que coinciden en la misma posiciéon. En contraste, el procedimiento que se llevé a cabo
en la tesis utiliza informacion que contempla la escala de las deleciones al agruparlas
por medio del sobrelape descrito en la metodologia.

Comparar con un solo método es bastante incompleto, por lo que lo ideal seria
extender la comparacién con programas como DELLY (52) y LUMPY (36)), los cuales
se ajustan mas a los tipos de datos que queremos analizar. Es decir, secuneciaciones
WGS sin un tejido de comparaciéon. De igual manera, seria conveniente comparar las
deleciones con las bases de datos de variaciones poblacionales identificadas actualmente
como gnomAD, dbSNP o COSMIC.
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Apéndice

A.1. Seccion técnica del desarrollo

En los siguientes comandos se utiliza la forma de asignar variables que existen en los
sistemas UNIX, esto quiere decir que las variables estan representadas con el formato
${Variable}, por ejemplo, Enter : ${name} donde name toma el valor de un nombre
e indica que la implementacién tiene que ser escrita asi: Enter : Edgar sin el signo
inicial de pesos; la configuracién de los programas implementados en este proyecto son
configurables por medio de la linea de comando. Por lo tanto, se le pueden asignar
valores por medio de variables de la misma forma en que se utilizan en el texto. El
inicio de la linea de comando siempre empieza con el cardcter $, que indica la entrada
de la terminal; la Uinica seccién que no sigue esta convencién es la “Busqueda en SRA”,
que sigue la convencién de la busqueda de la interfaz web.

A.1.1. Bisqueda en SRA

La interfaz web tiene la opcién de hacer bisquedas avanzadas por medio de filtros.
En este caso en particular se aplicaron los siguientes términos de biisqueda:

Human [ORGN] AND strategy wgs [FILT] AND Public [ACS] AND
genomic [FILT| AND ” Variable” [MBS]

Se pueden identificar perfectamente los pardmetros determinados anteriormente,
separados por el operador AND. El término Human [ORGN] corresponde a la busqueda
en datos en la especie humana; strategy strategy wgs[FILT] se refiere a la estrategia
experimental “WGS”; el término genomic [FILT] restringe las secuenciaciones a datos
gendmicos.

Es necesario buscar la restriccién de datos gendmicos porque existen andlisis en-
focados a ARN o exones. El ARN se retrotranscribe generando lecturas de ADN en
ambos casos, sin embargo, contienen informaciéon que no representa a todo el genoma.
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Por tltimo "Variable" [MBS] es la representacién de la cantidad de pares de bases
presentes en los experimentos de secuenciacion, donde Variable es un nimero mayor a
3200, con la intencién de obtener por lo menos una cobertura sobre el genoma humano.

Puesto que la interfaz web de NCBI no acepta ingresar rangos de bisqueda, se opté
por usar una API web llamada “Entrez” (48)), que permite automatizar las biisquedas de
informacién en NCBI. De manera més especifica, se usé la paqueteria llamada “rEntrez”
disponible en R, la cual lleva a cabo las mismas tareas que Entrez, con la ventaja de
que aporta a la forma de automatizarse por medio de scripts en R.

A.1.2. Descarga

La descarga fue realizada por medio del protocolo FTP. Por lo que se utilizaron los
siguientes comandos:

$ wget ftp://ftp—trace.ncbi.nih.gov/sra/sra—instant/reads/ByRun/
sra/${name:0:3}${name:0:6}/${name}/${name}.sra

Donde la variable name corresponde al nombre de acceso de SRA, por ejemplo, si
se tiene el nombre de acceso “ERR318658”, entonces se tiene descarga por medio de:

$ wget ftp://ftp—trace.ncbi.nih.gov/sra/sra—instant/reads/ByRun/
sra /ERR/ERR318/ERR318658 /ERR318658 . sra

La descarga arroja un archivo de extensiéon “.sra” con el nombre del experimento.

Por ejemplo, “ERR318658” descarga el archivo “ERR318658.sra”. Este archivo corres-
ponde a un comprimido especifico de NCBI que contiene la informacién necesaria para
obtener los archivos crudos o procesados que se contienen en la base de datos. En el
caso de este estudio, se obtuvieron los datos crudos por medio de la instruccién:

$ fastq—dump —split—files \
—N ${inicio} \
—X ${final} \
—gzip \
—O ${DIR}/${name}.sra

Donde inicio corresponde a la variable que indica el nimero de lectura en el inicio
del intervalo a descargar. De manera andloga, final corresponde a la variable que
indica el nimero de lectura en el final. La variable DIR es la direccion del fichero donde
los archivos son descargados. El argumento -gzip indica que los archivos a descargar
se guardan en formato comprimido “gz”.

Los intervalos son necesarios en los experimentos de coberturas altas, dado que los
programas de extraccién y alineamiento tienen problemas con archivos grandes. Asi
que en dichos casos la extraccion se lleva a cabo por intervalos de lecturas. El archivo
resultante que contiene las lecturas es texto en codificacién ASCII en formato FASTQ.

74



A.1 Seccidn técnica del desarrollo

A.1.3. Calidad de experimentos

Para remover las subsecuencias de baja calidad de las lecturas se utilizé la herra-
mienta fastq_quality_trimmer de “fastqx-Toolkit”. Su uso es mostrado a continua-
cién.

$ fastq_quality_trimmer —t ${quality} \
-z —v \
—1 ${bases} \

—o ${out_name}

Donde out _name es la variable que indica la direccién y nombre del archivo de salida.
El formato de salida estarda comprimido, a consecuencia del argumento -v. La varia-
ble quality corresponde a la calidad minima requerida para las lecturas. De manera
similar, bases es la longitud minima de una lectura.

En la implementacién que se hizo, el programa descarté bases con calidades Phred
menores a 41, asi como lecturas que contuvieran menos de 20 pares de bases. Los 20 pa-
res de bases permitieron tener una alta probabilidad de un alineamiento sin ambigiiedad
(53).

A.1.4. Mapeo de lecturas

Se utiliz6 el programa Segemehl (24) para llevar a cabo el mapeo. Previamente al
uso del programa, fue necesario construir un indice del genoma de referencia a utilizar,
llamado “human.idx”, el cual es necesario para mapear las lecturas al genoma humano
de referencia. El uso del programa para esta tarea es el siguiente.

$ segemehl.x —x ${index }.idx \
—d ${Genoma_Referencia} \
—threads ${hilos}

El argumento -x indica la creaciéon del indice con nombre index., con el cual es
recomendable mantener la extension “idx” en el nombre.

El segundo argumento corresponde al nombre y la ruta del archivo que contiene
el genoma de referencia. En este caso, el genoma de referencia completo con nombre:
”"Homo sapiens.GRCh38.dna.primary assembly.fa”

Por 1ultimo, se indica la cantidad de hilos a usar para la ejecucion del programa con
la variable hilos. De igual manera, dicho argumento se utilizara en el alineamiento.

Los hilos son la cantidad de tareas que se pueden realizar en distintos procesadores.
De esta manera el tiempo de ejecucion disminuye. El indice construido se puede utilizar
para cualquier alineamiento posterior. El uso del programa para el mapeo de lecturas
es el siguiente.

75



A. APENDICE

$ segemehl.x —i ${IdxSegemehl} \
—S 1\
—d ${Genoma_Referencia} \
—q ${fastq} \
—t ${hilos} \

| samtools view —Sbh > ${alineamiento }.bam

La mayoria de los pardametros son similares al comando visto anteriormente. Los
primeros dos argumentos corresponden al nombre, con ruta del archivo, del indice
y genoma de referencia respectivamente. El tercer argumento fastq corresponde al
archivo de extensién “fastq”, el cual contiene las lecturas. Por tltimo, es indicada la
cantidad de hilos, como se explicé en el comando anterior. La salida del programa es
un archivo en formato SAM. Para disminuir el uso de memoria, se guard6 en formato
BAM, el cual es un archivo binario que contiene la misma informacién. Este cambio
de archivo se logra a través de la paqueteria de samtools (38). Los argumentos -Sbh
indican el tipo de conversion, asi como la inclusién de las cabeceras del SAM.

A.1.5. Deteccién de gaps

El programa recibe las lineas del SAM por stdin. Como salida, escribe cada una
de las deleciones reportadas en archivos con formato BED.

Como requerimiento de los proximos andlisis, es necesario crear un archivo por
cada uno de los cromosomas reportados en el SAM. Para ello, en cada linea se revisa el
cromosoma al cual corresponde a la linea del SAM. Con ello, las deleciones se guardan
en el archivo llamado a partir de un nombre base y el nombre del cromosoma.

El formato del nombre de los archivos de salida es ${base_name}_${cromosoma}.bed.
Donde base_name es ingresado por el usuario.

$ SAM_parce.GAP ${name} ${Flanco}

La variable name es el nombre base con el cual se nombran los archivos de salida.
La variable Flanco indica la cantidad de pares de bases minima que tiene que tener
cada flanco de un gap para ser reportado.

A.1.6. Filtros

A.1.6.1. Regiones repetidas en RepeatMasker

Este programa lee el BED de entrada por por stdin y despliega un BED filtrado
por stdout. La ejecucién del programa se lleva a cabo de la siguiente manera:

$ RMFilter ${Chromosome}.bin ${lines} ${qgbases} ${percentage}
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Chromosome es la direccién y nombre del archivo binario que contiene las coor-
denadas de RepeatMasker para un cromosoma determinado. Este archivo fue creado
previamente a partir de la base descargada de la pagina oficial de RepeatMasker. A
partir del archivo descargado se extrajeron las coordenadas en distintos archivos por
cada cromosoma, y se guardaron en formato binario.

El segundo pardmetro lines es el namero que representa la cantidad de coordenadas
en la base de datos, dicho dato fue generado a la par de los binarios. El pardmetro
gbases corresponde a la cantidad de bases en cada extremo, que definen las bases
aledanas. Por dltimo, el pardmetro de percentage es el que indica el umbral méximo
para conservar una delecién.

A.1.6.2. Recurrencia de deleciones en un mismo experimento

Para poder usar el programa se utiliza el comando de la siguiente manera:

$ Del_Overlap ${name}.bed \
${score_min} \
${overlap_percentaje}

Donde name es la variable del nombre del archivo BED de un solo cromosoma; este
archivo tiene que estar ordenado como condicion para el funcionamiento del programa.
El valor de score min es la variable que determina el minimo de recurrencias necesarias
para reportar la deleciéon. La variable overlap_percentaje es el valor en cuanto a
porcentaje minimo de cobertura para determinar un sobrelape. La salida se obtiene
por stdout en formato BED.

A.1.6.3. Filtro somatico

Para este analisis se requiere utilizar tres aplicaciones distintas, tal y como se expone
a continuacién:

genomecov

Primero se debe obtener la cobertura por base en el genoma, por lo que se utilizé
genomecov, con los pardmetros —split y -bg.. El primer argumento permite considerar
las regiones que no aportan a la cobertura dentro del SAM. El segundo pardmetro
permite una representacién en formato BED de las regiones con la misma cobertura,
con el fin de usar menor cantidad de memoria.

$ bedtools genomecov —split —bg —ibam ${name }.bam

Donde la variable name es claramente el nombre del archivo. A su vez, requirié de un
programa intermedio para llevar a cabo la cuenta de las regiones de interés y conformar
la base de datos de las mismas.
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Coverage_count

Después se requiere generar la base de datos de la cobertura por regiones de de-
lecién y flancos. Para lo cual este programa recibe la salida de genomecov y el BED
de las regiones de interés. En necesario cuidar que ambas posean el mismo tipo de
ordenamiento.

La entrada de Coverage_count es por stdin, y la salida por stdout.. Asi que su
implementacién es la siguiente, donde name es el nombre del BED con las regiones de
interés.

$ Coverage_count ${name}.bed \

Allelic_Filter

Por tdltimo se aplica el filtro, para lo cual se desarroll6 Allelic Filter, que recibe
el archivo de las deleciones detectadas, la salida de Coverage_count y el umbral de las
variaciones de cobertura. A su vez regresa a las deleciones filtradas con su respectiva
fraccién de cobertura.

$ Allelic_Filter ${name}_Overlap.bed ${name} DB.bed 0.025

A.1.6.4. Recurrencia de deleciones entre individuos

Para este filtro se utilizé una de las herramientas de bedtools bedtools llamada
Intersect (51)).

$ bedtools intersect —wa —wb \
—a ${Base} \
—b ${Compared} \
—sorted \
—filenames \
—f ${fraction} —r

Los argumentos -wa -wb permiten mantener las coordenadas de los registros origi-
nales en cada delecién reportada. La variable Base es el archivo en formato BED que
se toma como referencia en la comparacién. Al mismo tiempo, la variable Compared
es la variable que contiene los archivos contra los cuales se realiza la comparaciéon. El
argumento -sorted indica que los archivos de entrada estdn ordenados. Cabe anotar
que debido a los pasos anteriores, los archivos ya estan ordenados. Para finalizar, la
variable fraction indica la fraccion de cobertura minima que se requiere que contenga
el sobrelape para ser reportado. Dicho criterio se aplica de manera reciproca, con el
argumento -r.
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A.2. Representacion de las deleciones en el genoma

Para tener una idea de la forma en que se distribuyen las deleciones recurrentes en
los cromosomas, estas fueron agrupadas en los siguientes intervalos de longitudes.

[1b, 10b)
= [10b, 100b)
= [100b, LK)

[1Kb, 10KDb)

[10Kb, 100KD)
= [100Kb, 1Mb)

[10Mb, 10MDb)

[10Mb, 100Mb)
= [100Mb, 500Mb)

Fueron realizados gréaficos por medio de KaryoploteR (I8)) por cada subconjunto, y
a su vez por cada cromosoma. Cada grafico se compone de un ideograma como referen-
cia, el cual representa el cariotipo del cromosoma correspondiente, en la parte inferior
son representadas las deleciones individuales, y en la parte superior se presenta un his-
tograma que refleja la cantidad de deleciones que intersectan a lo largo del cromosoma.
Hay que tener en cuenta que las escalas pueden variar, sin embargo, existe una linea
de referencia en el histograma al nivel de cuatro. Esto se debe a que una delecién se
cataloga como recurrente en una regién si la frecuencia es mayor o igual a cuatro. No
obstante, una mayor frecuencia indica mayor variabilidad, y por lo tanto una mayor
dificultad de comprobacién.

En cada uno de los gréficos se tienen las referencias de las regiones que corresponden
a los genes relacionados a cancer, las cuales son representadas como sombras en un tono
verde. A continuacién se muestran los graficos separados en cromosomas. Los intervalos
faltantes se debe a que no existian deleciones compartidas entre experimentos dentro
de dicho intervalo.
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A.2.1. Cromosoma 1
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A.2.3. Cromosoma 3
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A.2.4. Cromosoma 4
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A.2.5. Cromosoma 5
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A.2.6. Cromosoma 6
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A.2.7. Cromosoma 7
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